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I 
RESUMEN 
 
El pimiento (Capsicum spp.) y la cebolla (Allium cepa L.) son dos de los cultivos 
hortícolas más importantes a nivel mundial, tanto en producción como en superficie 
cultivada. Ambas especies han sido utilizadas durante miles de años por sus propiedades 
medicinales y terapéuticas. En la actualidad, estas propiedades nutracéuticas se atribuyen, 
en gran parte, a los compuestos responsables del picor en ambas especies; los 
capsicinoides (CAPs) y capsinoides (CTOs) en pimiento y los sulfóxidos de cisteína 
(SCs) en cebolla.   
El objetivo general de la tesis trató el carácter picante en el pimiento y en la cebolla 
según dos estrategias distintas; por una parte, la determinación y cuantificación de CAPs 
y CTOs mediante el desarrollo y la aplicación de métodos analíticos en pimiento y, por 
otra parte, la obtención de plantas dobles haploides de cebolla mediante la aplicación de 
técnicas biotecnológicas, necesarias para el futuro desarrollo de poblaciones en las que 
identificar genes o regiones del genoma involucradas en la biosíntesis de los SCs. 
Así, en este trabajo, se estudió la variación ontogenética del contenido total e 
individual de CAPs durante el desarrollo de los frutos del pimiento ‘Malagueta’ (C. 
frutescens). Los extractos de CAPs se obtuvieron por extracción asistida por ultrasonidos 
y se analizaron mediante cromatografía líquida de ultra-alta resolución (UHPLC) 
acoplada a un detector de fluorescencia. La identificación de los 5 CAPs, capsicina 
dihidrocapsicina, nordihidrocapsicina, homocapsicina y homodihidrocapsicina se realizó 
por espectrometría de masas (MS). El perfil de CAPs individuales junto con el patrón de 
acumulación de CAPs totales han aportado información sobre la evolución de la 
biosíntesis de los CAPs, específica para cada variedad de pimiento. 
En cuanto a la determinación de CTOs, por primera vez, se desarrolló y validó, 
un método de HPLC acoplada mediante una fuente de ionización por electrospray (ESI) 
a un detector de (MS) de alta resolución de tipo cuádruplo de tiempo de vuelo (Q-TOF), 
para la cuantificación de los CTOs mayoritarios, capsiato y dihidrocapsiato. Para el 
desarrollo y la validación de este método [HPLC-ESI-MS(QTOF)] fue necesaria la 
síntesis de un compuesto análogo (no natural) a los CTOs para su utilización como 
estándar interno [(±)-DMBO], ya que hasta el momento no se disponía de un compuesto 
que reuniera las características idóneas para ser un estándar interno que permitiera la 
cuantificación de los CTOs. La separación cromatográfica se realizó en fase reversa 
empleando un gradiente de metanol y agua, y permitió la separación de los 13 estándares 
II 
de CTOs de que se dispone. Para ambos compuestos, los límites de detección fueron de 
0,02 μM y los de cuantificación de 0,05 μM, límites por debajo de los que hasta el 
momento había descritos. La aplicación de este método permitió la cuantificación de 
capsiato y dihidrocapsiato en diferentes genotipos de Capsicum. Además, los 
experimentos de ESI-MS/MS(QTOF) permitieron la determinación de dos nuevos CTOs, 
hasta ahora no identificados en frutos de pimiento. La aplicación de esta metodología para 
la determinación conjunta de CAPs y CTOs facilitará la determinación de estos 
compuestos en las distintas variedades de pimiento y asistirá a los mejoradores en la 
selección de variedades con perfiles de picor determinados.  
En cebolla, la obtención de plantas haploides y su posterior duplicación del 
cromosoma es la única manera efectiva de obtener líneas parentales totalmente 
homocigotas con las que desarrollar poblaciones de mejora para el estudio de los genes o 
regiones del genoma involucradas en la biosíntesis de los SCs. La inducción de la 
ginogénesis mediante el cultivo in vitro de flores enteras es la técnica más eficaz y menos 
laboriosa para la inducción de la embriogénesis. En esta tesis doctoral se evaluó la 
capacidad de inducción de la ginogénesis de germoplasma de cebolla de origen español, 
ensayando diferentes medios de cultivo, reguladores de crecimiento, contenedores y 
tratamientos de duplicación. La combinación de reguladores de crecimiento del protocolo 
de dos pasos, el intercambio de gases favorecido por los contenedores Eco2box y la 
aplicación de 25 μM en medio sólido durante 24 h, produjeron el mayor número de 
plantas dobles haploides de cebolla. Además, se demostró que la embriogénesis somática 
a partir del cultivo in vitro de flores de plantas haploides y mixoploides es una técnica 
exitosa para la duplicación de cromosomas y, por consiguiente, para la producción de 
plantas dobles haploides. 
 
 
 
 
 
 
 
  
III 
ABSTRACT 
 
Pepper (Capsicum spp.) and onion (Allium cepa L.) are two of the most important 
cultivars worldwide, in yield as well as in cultivated area. Both species have been used 
for thousands of years for its medical and therapeutic properties. Currently, these 
nutraceutical properties, are attributed mostly to the compounds responsible of pungency 
in both species; the capsaicinoids (CAPs) and capsinoids (CTOs) in pepper and the S-
alk(en)yl cysteine sulfoxide (SCs) in onion. 
The main objective of the thesis is focused on the pungency attribute of pepper 
and onion from two different strategies; on one side, the determination and quantification 
of CAPs and CTOs through the development and application of analytic methods in 
pepper, and on the other side, the production of double haploid onion plants, through the 
application of biotechnological techniques, necessary for the future development of 
inbred lines in which to identify genes or genome regions involved in the biosynthesis of 
the SCs. 
Therefore, in this thesis, was studied the ontogenetic variation of the full and 
individual content of CAPSs during the development of ‘Malagueta’ (C. frutescens) 
pepper fruits. The CAPs extracts were obtained by ultrasound-assisted extraction, and 
were analyzed by ultra-high performance liquid chromatography (UHPLC), coupled to a 
fluorescence detector. The identification of the 5 CAPSs, capsaicin, dihydrocapsaicin, 
nordihydrocapsaicin, homocapsaicin and homodihydrocapsaicin was performed by mass 
spectrometry (MS). The individual CAPs profile, together with the accumulation pattern 
of total CAPs, has contributed to add information about the evolution of the CAPs 
biosynthesis, and they are unique for each pepper cultivar. 
Regarding the CTOs determination, for the first time, was developed and 
validated, a high performance liquid chromatography (HPLC) method, coupled to a 
quadrupole/ time-of-flight mass spectrometer combined with an electrospray ionization 
source (ESI) for the quantification of capsiate and dihydrocapsiate. For the development 
and validation of the [HPLC-ESI-MS(QTOF)] method, was necessary the synthesis of an 
analogue (non- natural) compound to the CTOs, for its utilization as internal standard 
[(±)-DMBO], since until that moment, no suitable compound, gathering the optimal 
characteristics to be an internal standard, allowing the quantification of CTOs, was 
available. The chromatographic separation was performed in reversed phase, using a 
IV 
gradient of methanol and water, which allowed the separation of the 13 CTOs available 
standards. For both compounds, the limit of detection was 0,02 μM and the limit 
quantification was 0,05 μM, limits below any previous description. The application of 
this method allowed the capsiate and dihydrocapsiate quantification of different 
Capsicum cultivars. Furthermore, the ESI-MS/MS(QTOF) experiments, allowed the 
determination of two new CTOs, never identified before in pepper fruit cultivars. The 
application of this methodology for the joint determination of CAPs and CTOs, will 
facilitate the determination of these compounds in the different pepper cultivars and will 
assist the breeders to manipulate capsinoid profiles more effectively.  
In onion cultivars, the production of haploid plants for its following chromosome 
duplication, is the only effective way to obtain totally homozygous pure inbred lines, with 
which develop inbred lines for the gene study or identify genome regions involved in the 
SCs biosynthesis. The gynogenesis induction, through the in vitro cultivation of whole 
flower buds, is the most effective and less laborious technique for the embryogenesis 
induction. In this doctoral thesis was evaluated the capacity of gynogenesis induction of 
Spanish onion germplasm, assaying different culture media, growth regulators, containers 
and duplication techniques. The combination of growth regulators from the two-step 
protocol, together with the gas exchange favored by the ECO2box containers and the 
application of 25 μM in solid media for 24 hours, produced the greatest number of double 
haploid onion plants. Furthermore, was proved that the somatic embryogenesis from the 
in vitro of flower buds from haploid and mixoploid plants is a successful technique for 
chromosome duplication, and therefore, for the production of double haploid plants. 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 3 
1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1 Origen y domesticación del pimiento y la cebolla 
 
El pimiento fue uno de los primeros cultivos en domesticarse en el continente 
americano, hace aproximadamente unos 10.000 años. El origen más probable se sitúa en 
las regiones áridas de las montañas de los Andes, entre Perú y Bolivia, extendiéndose 
posteriormente hasta las regiones tropicales de tierras bajas de América (Aguilar-
Meléndez y col., 2009). En diferentes sitios arqueológicos, distribuidos desde México y 
las Bahamas hasta Perú, se han encontrado restos de semillas de pimiento, confirmándose 
el uso de chiles silvestres como fuente de alimento posiblemente desde 8.000 años a.C. 
La evidencia más antigua de su domesticación fue encontrada en una cueva en el valle de 
Tehuacán, al centro-sur de México, datada en aproximadamente 5.000 – 6.000 años a.C. 
La importancia del cultivo de pimiento en tiempos precolombinos se puso de manifiesto 
en los escritos de los cronistas españoles en el siglo XVI. Un ejemplo son los escritos de 
Fray Bernardino de Sahagún sobre la gran diversidad de tipos de pimientos: verdes 
picantes, ahumados, carnosos y crujientes, pequeños, puntiagudos, picantes, aromáticos, 
etc., que podían encontrarse en los mercados aztecas de la época. El pimiento fue traído 
a Europa a través de los viajes de Colón y posteriormente se expandió, por las rutas de 
España y Portugal, hacia África, India, China, Japón y Corea, donde fue rápidamente 
incorporado a las cocinas tradicionales de dichas regiones (Aguilar-Melendez y col., 
2009; Bosland y Votava, 2012). 
La cebolla pertenece al género Allium. Este género está ampliamente extendido 
por las zonas cálidas, templadas y boreales, montañosas y tropicales del hemisferio norte, 
a excepción de la especie A. dregeanum Kth. la cual fue descrita, en Sudáfrica, en el 
hemisferio sur (Brewster, 2008). La cebolla ha sido cultivada desde hace más de 4.700 
años, siendo probablemente domesticada en las regiones montañosas de Turkmenistán y 
norte de Irán, por la civilización Sumeria. En consecuencia, el principal centro de 
diversidad de la cebolla se sitúa al Sudeste Asiático y otras regiones como la cuenca del 
Mediterráneo son consideradas centros secundarios. Las primeras evidencias 
arqueológicas del cultivo de cebolla aparecen, en forma de grabados, en las paredes de 
las tumbas de las pirámides de los faraones de la tercera y cuarta dinastía del Imperio 
Antiguo (2.700 a.C.), evidenciando su importancia en la dieta de los egipcios. Durante 
los imperios griego y romano era común el cultivo de cebolla en jardines por sus 
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propiedades medicinales, expandiendo su cultivo desde el norte de los Alpes al oeste y 
centro de Europa. Además, la cebolla fue de los primeros cultivos que se llevaron desde 
Europa hacia América, empezando por los viajes de Colón en el Caribe hasta el siglo 
XVII en el que se exportaron hacia el norte de América. Finalmente, a lo largo del siglo 
XIX la cebolla se exportó desde Europa hacia el este de Asia, donde otras especies de 
cebolletas como A. fistulosum eran más comunes en la gastronomía popular (Fritsch y 
Friesen, 2002; Brewster, 2008).  
 
1.2 Taxonomía y descripción botánica  
 
1.2.1 El pimiento 
 
El pimiento pertenece al género Capsicum spp., el cual se incluye junto con la 
patata, el tomate, la berenjena o el tabaco dentro de la familia de las Solanáceas. 
Actualmente, la clasificación taxonómica del pimiento es la siguiente: reino Plantae; 
división Magnoliophyta; clase Magnoliopsida; subclase Asteridae; orden Solanales; 
familia Solanaceae; subfamilia Solanoideae; tribu Capsiceae; subtribu Capsicinae y 
género Capsicum spp. (Bosland y Votava, 2012; USDA, 2018). El género Capsicum 
comprende unas 32 especies silvestres y 5 domesticadas: C. annuum, C. frutescens, C. 
chinense, C. baccatum y C. pubescens (Bosland y Votava, 2012). Si bien el pimiento se 
considera como un cultivo autógamo, la tasa de alogamia varía entre el 2% y el 90%, 
dependiendo de la especie (Bosland y Votava, 2012). Aunque todas las especies del 
género Capsicum son diploides (2n), no todas cuentan con el mismo número básico de 
cromosomas. Mientras que la mayoría de las especies cuenta con un número básico de 
cromosomas x = 12 (2n = 2x = 24), un pequeño grupo de especies silvestres, entre las que 
se encuentran C. campylopodium, C. ciliatum, C. cornutum, C. lancelatum, C. mirabile, 
C. schottianum y C. villosum, presentan el número cromosómico de x = 13 (2n = 2x = 
26), lo cual sugiere dos líneas de evolución diferentes (Bosland y Votava, 2012).   
El pimiento es una planta dicotiledónea de germinación epigea que, pese a que es 
perenne en su hábitat natural, suele cultivarse como si fuese anual. Consta de un denso 
sistema radicular formado por una raíz principal pivotante y numerosas raíces laterales 
distribuidas de forma uniforme. El tallo es generalmente circular en su sección 
transversal, aunque en C. baccatum es cuadrado, puede ser glabro o pubescente como en 
C. pubescens o presentar antocianinas en toda su longitud. El crecimiento de la planta de 
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pimiento es variable, hay tipos indeterminados que crecen como enredaderas, y tipos 
semi-indeterminados en los que la planta desacelera su crecimiento a medida que produce 
frutos. Las hojas muestran variación en cuanto a tamaño, forma y color, pueden ser lisas 
o arrugadas y glabras o pubescentes. La flor es pentámera, hermafrodita e hipógina y 
varia en color, tamaño y forma en función de la especie. Aunque la mayoría de las 
especies de Capsicum tienen flores blanquecinas, las flores de C. baccatum presentan 
manchas amarillas en la corola, C. frutescens tiene una flor verdosa y C. pubescens, C. 
cardenasii y algunas accesiones de C. eximium, tienen flores de color púrpura (Figura 
1). Las flores pueden ser erectas o algo pendulares y aparecer solitarias o en grupos de 
pocas flores en las axilas de las hojas con el tallo. Mientras que en C. annuum suelen ser 
solitarias, algunas especies como C. chinense tienen múltiples flores en los nudos 
(Bosland y Votava, 2012). 
 
Figura 1. Variabilidad en cuanto a forma, tamaño, color y posición de las flores de Capsicum: 
A) C. annuum; B) C. baccatum; C) C. cardenasii; D) C. eximium y E) C. pubescens. 
 
El fruto de pimiento es una baya comestible que varía en forma, tamaño y color. 
Pueden ser dulces o picantes y consumirse como ingrediente o especia, en fresco o 
procesado (Figura 2). Los frutos pueden tener dos o más lóculos divididos por la placenta 
que alberga las semillas, por lo general de color amarillo-pálido, a excepción de la especie 
C. pubescens que posee semillas de color negro.  
 
Figura 2. Variabilidad en cuanto a forma, tamaño y color de los frutos de pimiento: A) C. 
annuum; B y C) C. chinense; D) C. chacoense; E) C. pubescens y F) C. baccatum var. 
pendulum. 
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Los frutos de pimiento son ricos en compuestos con actividad antioxidante como 
las vitaminas C y E y provitamina A, carotenos y xantofilas; en minerales y en fibra. 
Otros compuestos bioactivos con numerosas propiedades nutracéuticas son los 
pertenecientes a las familias de los capsicinoides (CAPs) y de los capsinoides (CTOs), 
responsables del picor de los frutos de pimiento. Aunque en la mayoría de especies se 
encuentran cultivares con frutos picantes y dulces, los frutos de las especies silvestres C. 
ciliatum y C. lanceolatum nunca son picantes. El contenido en estos compuestos varía en 
función de la especie, el cultivar, las condiciones de crecimiento y la madurez del fruto 
Hasta la fecha se han descrito más de 20 análogos naturales de los CAPs, siendo la 
capsicina (Cap) y la dihydrocapsicina (dhCap) los mayoritarios. Por el contrario, sólo tres 
CTOs, capsiato (Cto), dihidrocapsiato (dhCto) y nordihidrocapsiato, han sido 
identificados en frutos de pimiento (Yazawa y col., 1989, Kobata y col., 1998,1999). A 
diferencia de los CAPs, los CTOs presentan un nivel de pungencia mucho menor (1000 
veces menos), convirtiéndose en compuestos de gran atractivo para la industria 
farmacéutica y alimentaria. 
 
1.2.2 La cebolla 
 
La cebolla pertenece al género Allium, compuesto por más de 800 especies, entre 
las cuales cabe señalar, por su importancia económica, el ajo (A. sativum L.), el puerro 
(A. ampeloprasum var. porrum L. J. Gay), el cebollino (A. schoenoprasum L.) y la 
cebolleta (A. fistulosum L.). La jerarquía taxonómica actualmente aceptada para la cebolla 
es la siguiente: reino Plantae; división Magnoliophyta; clase Monocotiledóneas; orden 
Asparagales; familia Amaryllidaceae; subfamilia Allioideae; tribu Allieae; género Allium 
y especie A. cepa (Fritsch y Friesen, 2002; Brewster, 2008; APG III, 2009). La mayoría 
de las especies de Allium son diploides, con un número básico de cromosomas 
predominante de x = 7 y x = 8 (pero también x = 9, 10 y 11). La cebolla, la cebolleta y el 
ajo son diploides (2n = 2x = 16), mientras que algunas especies como el puerro son 
tetraploides (2n = 4x = 32) (Fritsch y Friesen, 2002; Brewster, 2008). 
El género Allium está compuesto por un largo número de especies perennes, en su 
mayoría bulbosas y que comparten algunas características como: i) órganos de reserva 
subterráneos como bulbos rizomas o raíces engrosadas; ii) hojas basales que cubren con 
frecuencia el escapo floral; iii) de dos a varias brácteas, a menudo fusionadas en una 
espata; iv) inflorescencia fasciculada, en forma de umbela o similar, con un número de 
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flores variable (desde una o pocas hasta cientos); v) flores pediceladas, actinomorfas, 
hipóginas y trímeras; vi) tépalos diferenciados en dos verticilos; vii) estambres en dos 
verticilos a menudo conectados en la base; viii) ovario trilocular; ix) estilo simple con 
estigma capitado o trilobulado; x) y semillas negras con forma entre angular y globular 
(Rabinowitch y Currah, 2002). No obstante, entre especies existe gran variabilidad en 
cuanto a tamaño, forma, color y textura de rizomas, bulbos, raíces, hojas, escapos, 
espatas, inflorescencias, tépalos, estambres, ovarios y semillas (Figura 3).  
 
Figura 3. Inflorescencias de diferentes especies de Allium: A) A. tuberosum; B) A. 
spaerocephalon; C) A. senescens; D) A. ampeloprasum; E) A. cepa y F) A. schoenoprasum. 
 
La cebolla es una planta monocotiledónea, bienal y principalmente alógama que 
se cultiva como anual para recolectar sus bulbos o bienal para obtener sus semillas. Por 
lo general, durante el primer año de cultivo tiene lugar la formación del bulbo y en el 
segundo año tiene lugar la fase reproductiva con la emisión de un escapo floral. Este 
escapo floral, hueco en su interior y de altura variable (hasta 1,8 m), culmina en la 
inflorescencia. La inflorescencia es de tipo umbela, presenta numerosas flores y con una 
espata corta persistente. Las flores, hermafroditas y de color blanco-verdoso, están 
formadas por 6 tépalos, 6 estambres y un gineceo tricarpelar sincárpico con ovario súpero 
y trilocular, con dos primordios seminales por cada lóculo. El fruto es una cápsula de 
aproximadamente 5 mm de largo que contiene semillas (hasta 6) de pequeño tamaño y de 
color negro. Además de la propagación por semillas, en cebolla se puede dar la 
reproducción asexual mediante la formación de bulbos o bulbillos en las inflorescencias. 
El sistema radicular está formado por numerosas raíces fasciculadas blancas. El tallo está 
representado por una masa caulinar aplastada con los entrenudos cortos y situada en la 
base del bulbo llamada disco. El bulbo está compuesto por numerosas capas de hojas 
insertadas sobre dicho disco. Mientras que las hojas de las capas exteriores adquieren una 
consistencia membranosa y actúan como túnicas protectoras, las hojas de las capas más 
internas se engrosan al acumular sustancias de reserva formando la parte comestible del 
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bulbo (Fritsch y Friesen, 2002). Los bulbos presentan variabilidad en cuanto a forma, 
tamaño y color (Figura 4). 
 
Figura 4. Variabilidad de los bulbos de Allium cepa L. En cuanto a forma, tamaño y color. 
 
Los bulbos de cebolla son ricos en vitaminas hidrosolubles del grupo B y vitamina 
C; en compuestos fenólicos, como ácidos málico, cítrico, succínico, fumárico y quínico; 
en fructanos y fructooligosacáridos, con efecto hipocolesterolemiante; en flavonoides, en 
especial la quercetina, un potente antioxidante y en compuestos azufrados, en concreto 
los sulfóxidos de cisteína (SCs), los cuales poseen numerosas propiedades nutraceúticas. 
Aunque en cebolla se han descrito hasta nueve SCs, los más abundantes son la isoaliina 
(PeSC), responsable del efecto lacrimógeno, la metiina (MeSC), la propiina (PCSO) y en 
menor proporción la aliina (ASC) (Jones y col., 2004). Además, el contenido en SCs 
determina el sabor y el aroma característicos de cada variedad de cebolla. 
 
1.3 El potencial nutracéutico del picante: desde la medicina tradicional al interés 
actual  
 
El pimiento y la cebolla han sido cultivados durante miles de años por sus 
propiedades profilácticas y terapéuticas. Al pimiento se le han atribuido cualidades 
espirituales y místicas, considerándose un regalo de los dioses. La popularidad y la 
esencia de espiritualidad que envuelven al pimiento están íntimamente ligadas con el 
picor de sus frutos. En consecuencia, los chamanes bebían el zumo de pimientos 
machacados para inducir el estado psíquico necesario para comunicarse con poderes 
sobrenaturales. También han sido ampliamente utilizados en la medicina tradicional maya 
y azteca para tratar afecciones como el asma, la tos o el dolor de garganta y mezclados 
con harina de maíz para producir ‘chilatolli’, un brebaje utilizado como cura para el 
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resfriado. Incluso hoy en día, el uso del pimiento sigue presente de forma significativa en 
la medicina tradicional de pueblos indígenas de la huasteca mexicana y de las regiones 
amazónicas de Colombia, Ecuador y Perú para tratar dolencias tan diversas como el dolor 
de dientes, flatulencia, fiebre, dolor de garganta, faringitis, picaduras de insectos, sarna, 
hemorroides, reumatismo o como preventivo frente a diferentes dolencias relacionadas 
con brujería (Bosland y Votava, 2012). Paralelamente, los Alliums, en concreto la cebolla 
y el ajo, han sido utilizados en la medicina tradicional de muchas culturas para tratar 
enfermedades estomacales, gusanos intestinales, infecciones de garganta, picaduras, 
dolor de cabeza y tumores. La cebolla, mezclada con miel se ha utilizado para tratar 
condiciones tan dispares como trastornos visuales o mordeduras de perro; en China, la 
infusionan con té para tratar la fiebre, el dolor de cabeza y algunas infecciones intestinales 
como cólera y disentería (Rose y col., 2005; Corzo-Martínez y col., 2007).  
En la actualidad, algunas de estas propiedades beneficiosas asociadas con el 
pimiento se relacionan con el contenido en CTOs/CAPs. Asimismo, muchas de las 
propiedades medicinales de la cebolla se le atribuyen al alto y heterogéneo contenido en 
compuestos azufrados, en particular a los SCs y los compuestos derivados de su 
degradación enzimática.  
 
1.3.1 Propiedades saludables de CTOs/CAPS 
 
La Cap, contrariamente a la creencia popular, ejerce un potente efecto protector 
de la mucosa gastrointestinal frente a infecciones causadas por Helicobacter pylori, 
promueve la restitución del epitelio gástrico y ayuda a la digestión (Luo y col., 2011; 
Srinivasan, 2016; Szydelko y col., 2017). En la última década, se han publicado más de 
700 trabajos relacionados con la Cap y su efecto protector contra el cáncer, 
consolidándose como un prometedor agente quimioterapéutico y/o quimiopreventivo por 
su baja toxicidad y alta especificidad sobre las células cancerosas. La Cap actúa 
deteniendo la proliferación y promoviendo la apoptosis de células cancerosas en 
diferentes tipos de cáncer como por ejemplo de piel, vejiga, páncreas, próstata, hígado, 
colon, pulmón o leucemia, entre otros (Szydelko y col., 2017). Si bien la mayoría de 
estudios se centran en el efecto bioactivo de la Cap; también la dhCap, el Cto, el dhCto y 
la nordihidrocapsicina (ndhCap) han demostrado propiedades anticancerígenas y 
antimutagénicas (Luo y col., 2011; Friedman y col., 2018). Los CTOs/CAPs mayoritarios 
exhiben propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias y analgésicas 
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(Parvez, 2017; Szydelko y col., 2017). Además, en estudios con animales y humanos se 
ha demostrado que tanto los CTOs como los CAPs mejoran la tolerancia a la glucosa y 
producen un aumento de la temperatura corporal y del consumo de oxígeno, estimulando 
el metabolismo de la grasa y evitando su acumulación en el tejido adiposo (Ohyama y 
Suzuki, 2017; Zang y col., 2018). En este sentido, los CTOs/CAPs contribuyen a reducir 
el riesgo de padecer diabetes y enfermedades coronarias, además de ser una potente 
herramienta en tratamientos anti-obesidad (Srinivasan, 2016; Szydelko y col., 2017). A 
pesar de las evidentes bioactividades promotoras de la salud exhibidas por la Cap, su 
elevado grado de picor produce algunos efectos adversos tales como irritación o sensación 
de quemazón e incluso dolor, lo que limita su aplicación como agente terapéutico, 
sobretodo en tratamientos a largo plazo. No obstante, los CTOs poseen muchas de las 
propiedades nutracéuticas de los CAPs y, además, su bajo grado de picor los exime de 
los efectos irritantes, convirtiéndolos en compuestos realmente atractivos en el campo de 
la medicina y para las industrias farmacéutica y alimentaria.  
 
1.3.2 Propiedades saludables de los SCs  
 
La MeSC y los cepaenos y ajoenos han demostrado ser potentes antiplaquetarios 
y antitrombóticos (Rose y col., 2005; Corzo-Martínez, 2007; Beretta y col., 2017) y junto 
con la ASC y la alicina estimulan la producción y secreción de insulina en el páncreas, 
actuando como agentes hipocolesterolemiantes, hipolipemiantes e hipoglucemiantes, 
efectivos en la prevención de enfermedades cardiovasculares y diabetes (Rose y col., 
2005; Bisen y Emerald, 2016; Zhai y col., 2018). La ASC y algunos polisulfuros de alilo 
actúan como potentes antioxidantes (Rose y col., 2005; Kim y col., 2018); cepaenos y 
otros tiosulfinatos han demostrado, en experimentos tanto in vitro como in vivo, su 
eficacia como antinflamatorios y antiasmáticos (Rose y col., 2005; Bisen y Emerald, 
2016; Bahram‐Parvar y Lim, 2018). También son numerosos los estudios en células, 
animales y humanas, que relacionan el efecto protector de los compuestos azufrados 
frente a diversos tipos de cáncer (Corzo-Martínez y col., 2007; Bahram‐Parvar y Lim, 
2018). Además, la alicina y los productos derivados de su degradación como ajoenos, 
mono-, di- y trisulfuros de dialilo son efectivos frente a un amplio espectro de bacterias 
y hongos patógenos; a infecciones, como la giardiasis o la amebiasis, causadas por 
parásitos y protozoos, y a ciertos virus como la gripe A y B, herpes simple tipo 1 y 2 o 
VIH (Rose y col., 2005; Corzo-Martínez, 2007; Bahram‐Parvar y Lim, 2018).  
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1.4 Importancia económica 
 
En la actualidad, la cebolla (Allium cepa L.) y el pimiento (Capsicum spp.) son 
dos de las especies hortícolas de mayor importancia económica a nivel mundial. El área 
destinada a su cultivo y/o la producción de ambas especies, son superadas únicamente 
por la patata y el tomate (FAOSTAT, 2018). Mientras que la mayor parte de la producción 
mundial de cebolla se destina para su consumo una vez seca, la de pimiento se dirige 
preferentemente para su consumo en fresco. Existe una amplia diversidad de cultivares y 
variedades autóctonas de cebolla, debido a la necesidad de adaptación a las temperaturas 
y fotoperiodos predominantes en las zonas de cultivo, así como a las preferencias 
culinarias locales (Brewster, 2008). A su vez, la producción de pimiento en fresco se 
divide en dos variantes, frutos picantes y no picantes, adaptándose a la demanda del 
consumidor. La demanda de los mercados europeos, cuyas preferencias se centran en los 
pimientos dulces del tipo ‘California’, ‘Lamuyo’ y ‘Dulce Italiano’ para su consumo en 
fresco, ha crecido espectacularmente. Teniendo en cuenta que España es el principal 
productor europeo de pimiento no picante en fresco, el aumento de la demanda ha 
producido el desarrollo del cultivo en invernaderos en el litoral mediterráneo español. Por 
otra parte, cabe señalar la relevancia del cultivo de cebolla en España, siendo el segundo 
país productor de la UE después de los Países Bajos.  
 
1.5. Justificación 
 
Los compuestos responsables del picor en pimiento, CAPs y CTOs, y en cebolla, 
SCs, poseen numerosas propiedades beneficiosas para la salud. Como consecuencia, el 
estudio del carácter picante constituye una de las líneas de trabajo que más importancia 
ha cobrado en estos últimos años en los programas de mejora genética en ambas especies. 
No obstante, el conocimiento de las rutas de biosíntesis de estos compuestos, del control 
genético de su biosíntesis, así como, de la variabilidad de sus contenidos en función de la 
variedad y estado de desarrollo del fruto es todavía escaso. Por ello, en este trabajo se 
pretende profundizar en el conocimiento de estos compuestos mediante el desarrollo y la 
aplicación de metodologías analíticas y biotecnológicas. Dado que el pimiento y la 
cebolla son especies muy distantes y los compuestos de interés muy diferentes, se han 
seguido distintas estrategias. 
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Por un lado, la determinación de los contenidos de CAPs y CTOs en diferentes 
estados de desarrollo de los frutos de pimiento permitiría, tanto establecer el perfil de 
composición de estos compuestos en los frutos, como, en combinación con estudios de 
genómica y transcriptómica, identificar genes relacionados con el control genético de este 
carácter picante en pimiento. Sin embargo, mientras que para los CAPs se disponen de 
métodos analíticos capaces de cuantificarlos con precisión en diferentes estados de 
desarrollo del fruto (Capítulo 4), para los CTOs no se disponen de estas metodologías, 
por lo que es fundamental su desarrollo para una precisa cuantificación (Capítulo 6). En 
este sentido, la espectrometría de masas (MS) acoplada mediante ionización por electro-
espray (ESI) a la cromatografía liquida de alta resolución (HPLC) es actualmente una 
herramienta analítica extraordinariamente prometedora para la identificación, 
caracterización y cuantificación de estos compuestos minoritarios. Sin embargo, para la 
cuantificación de los compuestos mediante esta metodología se requiere de los estándares 
de los compuestos que se quieran cuantificar, así como, de un estándar interno (SI) que 
‘estandarice’ el efecto de ionización de las moléculas durante los análisis. El SI debe de 
reunir una serie de características: i) tener una naturaleza similar a la de los CTOs sin 
estar presente, de forma natural, en los frutos de pimiento; ii) tener propiedades químicas 
y espectroscópicas similares a las del analito de forma que la señal analítica del analito y 
del estándar interno cambien proporcionalmente cuando ocurren efectos de matriz; iii) 
ser suficientemente diferente al analito para poder ser distinguidos por el detector y ser 
cuantificados por separado y iv) tener un comportamiento de ionización similar al de los 
CTOs. Actualmente, no existe un compuesto que reúna estas características necesarias 
para cuantificar los CTOs mediante HPLC-ESI-MS, por tanto, la síntesis química de un 
nuevo SI sería necesaria (Capítulo 5).  
Por otra parte, la obtención de poblaciones es esencial para llevar a cabo 
programas de mejora genética vegetal. Además, las poblaciones son una herramienta muy 
útil para el cartografiado de genes o regiones implicadas en el control de caracteres 
cuantitativos como la pungencia. Para el desarrollo de estas poblaciones, como las líneas 
recombinantes consanguíneas (Recombinant Inbred Lines, RIL) o las de retrocruces 
avanzados (Advanced Backcross Populations, AB), entre otras, es esencial la 
disponibilidad de parentales homocigotos. La cebolla es una especie alógama y presenta 
un alto grado de depresión por consanguinidad lo que dificulta en gran medida la 
obtención de parentales puros, mediante autofecundaciones forzadas. La optimización de 
metodologías biotecnológicas basadas en la inducción de la embriogénesis mediante el 
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cultivo in vitro de ovarios de cebolla y posterior duplicación cromosómica permitiría la 
obtención de plantas dobles haploides de cebolla (Capítulo 7), esenciales para acometer 
futuros trabajos direccionados a la búsqueda de genes asociados al carácter pungente de 
la cebolla.  
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1.6 Objetivos 
 
El objetivo general de esta tesis es el desarrollo y aplicación de técnicas analíticas 
y biotecnológicas para la determinación de los compuestos responsables del picor en 
pimiento y en cebolla. Y para ello, este objetivo general se divide en los siguientes 
subobjetivos: 
 
1. Revisar el conocimiento científico actual y los aspectos más relevantes sobre el control 
genético y las rutas de biosíntesis de los compuestos responsables del picor en pimiento 
(Capsicum spp.) y en cebolla (Allium cepa L.), así como los métodos analíticos 
desarrollados para su determinación en matrices vegetales.  
2. Evaluar el patrón de acumulación, tanto individual como total, del contenido de cinco 
capsicinoides durante el desarrollo de los frutos de pimiento (Capsicum frutescens L.). 
3. Sintetizar un estándar interno y validar su utilidad para la determinación de capsinoides 
mediante HPLC-ESI-MS(QTOF)  
4. Desarrollar y validar un método analítico HPLC-ESI-MS(QTOF) para la 
determinación de capsinoides en frutos de pimiento (Capsicum spp.). 
5. Estudiar los patrones de fragmentación de los capsinoides mediante HPLC-ESI-
MS/MS(QTOF) y su aplicación como herramienta en la caracterización e identificación 
de compuestos minoritarios análogos a los capsinoides.  
6. Evaluar y optimizar la capacidad ginogenética del germoplasma español de cebolla 
mediante el cultivo in vitro de flores para la obtención de plantas dobles haploides de 
cebolla (Allium cepa L.).  
7. Ensayar la embriogénesis somática como estrategia para la duplicación cromosómica 
de las plantas haploides y mixoploides. 
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1.7 Tareas y aportaciones del doctorando  
 
A continuación, se especifican las aportaciones realizadas por la doctoranda en el 
diseño y desarrollo del plan de trabajo y, por consiguiente, para la consecución de los 
objetivos planteados:  
 
• Revisión bibliográfica exhaustiva sobre el conocimiento científico existente del 
carácter picante del pimiento y de la cebolla, con especial énfasis en los trabajos 
centrados en la determinación analítica, las rutas de biosíntesis y el control 
genético de los compuestos responsables del picor en ambas especies. 
• Diseño del experimento, seguimiento de la maduración de los frutos de pimiento 
y de su recolección a tiempos concretos después de la antesis de la flor. Las tareas 
realizadas abarcan desde la siembra hasta la recogida y procesado de los frutos. 
Cuantificación de los compuestos y análisis de los contenidos. 
• Participación activa en la realización de los procedimientos de la síntesis química 
del estándar interno necesario para la cuantificación de CTOs mediante HPLC-
ESI-MS. 
• Diseño del experimento y desarrollo y la validación de un método analítico para 
la determinación de CTOs, en colaboración con el resto del equipo de 
investigación. Preparación de los analitos y sus diluciones, de las curvas de 
calibrado, límites de detección, límites de cuantificación, repetibilidad entre e 
inter-días y recuperaciones con los estándares de CTOs. 
• Preparación de los extractos de pimiento para el análisis de CTOs, desde la 
siembra hasta la recolección y procesado de los frutos de pimiento. Optimización 
del protocolo de extracción de CTOs. 
• Diseño y desarrollo del protocolo de obtención de plantas dobles haploides de 
cebolla en colaboración con el resto del equipo de investigación. Entre las tareas 
realizadas se incluye la recolección, esterilización y siembra de las flores, 
preparación de medios de cultivo, seguimiento de la evolución de la 
embriogénesis, aplicación de agentes diploidizantes, tinciones con DAPI, análisis 
de ploidía, microscopía, aclimatación de las plantas y polinizaciones. 
• Tratamiento y análisis de los datos experimentales: creación de bases de datos 
para la gestión de los mismos, creación de gráficos y tablas, tratamientos 
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estadísticos (estudios de correlaciones, análisis de la varianza ANOVA, chi-
cuadrado y diversas pruebas multiparamétricas). 
• Interpretación de los resultados y preparación y redacción de las distintas 
publicaciones derivadas de la investigación, comunicaciones a congresos y 
artículos de revistas, incorporando todos aquellos comentarios, mejoras y 
sugerencias pertinentes aportadas por los coautores, revisores y editores. 
 
 
 
  
Capítulo 2 
 
METODOLOGÍA 
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2. METODOLOGÍA 
 
2.1. Desarrollo de métodos analíticos para la determinación de CTOs y CAPs en 
frutos de pimiento (Capsicum spp.) 
 
2.1.1 Compuestos químicos: síntesis de estándares de CTOs 
 
En la actualidad se dispone de estándares comerciales de los principales CAPs 
(Cap y dhCap) pero no de los CTOs, por ello se recurrió a la síntesis orgánica de los 
mismos. Esta parte del trabajo se realizó en los laboratorios del Departamento de Química 
Orgánica de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Cádiz, siguiendo el 
procedimiento descrito por Barbero y col. (2010), con algunas modificaciones). Por una 
parte, se sintetizaron los estándares de los CTOs, incluyendo los mayoritarios (capsiato y 
dihidrocapsiato) y 15 lineales con diferente longitud de la cadena lateral (entre los 2C – 
16 C). El procedimiento de síntesis de CTOs, consistente en la esterificación de un anillo 
de alcohol vaníllico, derivado de la vainillina y común para todos ellos, con una cadena 
de ácidos grasos de longitud variable, se realizó en 4 etapas. En primer lugar, se protegió, 
por sililación, el grupo hidroxilo (-OH) de la vainillina y se dejó libre el grupo aldehído 
(-CHO) para esterificar con la cadena, obteniéndose la vainillina sililada. Una vez 
protegido el grupo hidroxilo, se redujo el grupo carbonilo (-CO) de la vainillina sililada 
hasta su correspondiente alcohol, obteniéndose la vainillina sililada reducida, que sirvió 
de sustrato para la formación de todos los CTOs. Por otro lado, los ácidos grasos, 
correspondientes a la cadena lateral, se transformaron en sus correspondientes cloruros 
de acilo y se esterificaron con la vainillina sililada reducida, obteniéndose los CTOs 
sililados. Por último, se eliminó el grupo protector de los CTOs sililados (Figura 5).  
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Figura 5. CTOs sintetizados: etanoato de 4-hidroxi-3-metoxibencilo (O2C); 
propanoato de 4-hidroxi-3-metoxibencilo (O3C); butanoato de 4-hidroxi-3-metoxibencilo 
(O4C); pentanoato de 4-hidroxi-3-metoxibencilo (O5C); hexanoato de 4-hidroxi-3-
metoxibencilo (O6C); heptanoato de 4-hidroxi-3-metoxibencilo (O7C); octanoato de 4-hidroxi-
3-metoxibencilo (O8C); capsiato [(E)-8-methyl-6-nonenoato de 4-hidroxi-3- metoxibencilo]; 
dihidrocapsiato (8-metilnonanoato de 4-hidroxi-3-metoxibencilo); nonanoato de 4-hidroxi-3-
metoxibencilo (O9C); decanoato de 4-hidroxi-3-metoxibencilo (O10C); undecanoato de 4-
hidroxi-3-metoxibencilo (O11C); dodecanoato de 4-hidroxi-3-metoxibencilo (O12C); 
tridecanoato de 4-hidroxi-3-metoxibencilo (O13C); tetradecanoato de 4-hidroxi-3-
metoxibencilo (O14C); pentadecanoato de 4-hidroxi-3-metoxibencilo (O15C); hexadecanoato 
de 4-hidroxi-3-metoxibencilo (O16C). 
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Además de los 17 estándares de CTOs, se sintetizó el (±)-3,4-dimetoxibenzil 4-
metiloctanoato (DMBO), un compuesto análogo (no natural) a los CTOs, para su 
aplicación como estándar interno en los análisis de HPLC-ESI-MS(QTOF). La síntesis 
del (±)-DMBO se realizó según el procedimiento de síntesis de CTOs (Barbero y col., 
2010), con modificaciones; a diferencia del anillo de vainillina de los CTOs, que contiene 
un metilo y un alcohol, el anillo del (±)-DMBO posee dos grupos metilo que permiten la 
reducción directa del anillo (sin protección) en su correspondiente alcohol y su posterior 
esterificación con el cloruro de acilo de la cadena lateral.  
Todas las reacciones se mantuvieron en agitación magnética (SM4, Stuart 
Scientific, Reino Unido), a temperatura ambiente y en atmósfera inerte de argón; se 
concentraron en el rotavapor (Büchi R-114) y se siguieron por cromatografía en capa fina 
(CCF) en placas Alugram Sil G/UV254 (Merck) de 0,25 mm de espesor con indicador 
fluorescente, utilizando como fase móvil una mezcla de 20% acetato de etilo: 80% hexano 
(Figura 6B). El revelado de las placas de cromatografía se realizó́ con una lámpara de 
UV (longitud de onda de emisión: 254 y 360 nm), utilizando como reveladores oleum 
(ácido sulfúrico, agua y ácido acético (1:4:20) o anisaldehído (etanol (96 %) y después 
calentando a 150 ºC. Los productos se purificaron por cromatografía en columna, en fase 
normal utilizando gel de sílice (Merck de tamaño de grano 0,06 – 0,2 mm) como fase 
estacionaria y mezclas de hexano y acetato de etilo como fase móvil (Figura 6A). Por 
último, la identificación y asignación de todos los compuestos sintetizados se 
confirmaron por resonancia magnética nuclear (RMN) mediante estudios de protón (1H-
RMN) y de carbono (13C-RMN) (Varian, Gemini-300 e Inova-400) (Figura 6C).  
 
 
Figura 6. Instrumental utilizado en la síntesis de los CTOs: A) Cromatografía en 
columna; B) placa de CCF; C) equipo de RMN. 
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2.1.2 Material vegetal  
 
El estudio de la evolución del contenido en CAPs durante la maduración de los 
frutos se realizó con la variedad de pimiento ‘Malagueta’ (C. frutescens). Las semillas se 
germinaron en placas de Petri con papel de filtro humedecido con agua destilada y se 
mantuvieron en una incubadora a 30 ºC hasta su germinación. Cuando se desarrollaron 
los cotiledones se sembraron en contenedores Jiffy-7 (Clause-Tezier Ibérica, Almería, 
España) hasta tener al menos tres hojas verdaderas y después, se trasplantaron a macetas 
de plástico negro, de 17 cm de diámetro (una planta por maceta), con una mezcla de 
sustrato de turba, arena, suelo franco arcilloso y sustrato Humin (Klasman-Deilmann, 
Geeste, Alemania) (1:1:1, en v) y 2g de fertilizante de liberación lenta (Osmocote 16N-
4P-9K, Scotts, Tarragona, España). Las plantas se cultivaron, bajo condiciones 
controladas en invernadero, en las instalaciones del Centro de Investigación y Tecnología 
Agroalimentaria de Aragón (CITA). Para el seguimiento de la maduración de los frutos 
se utilizaron 20 plantas de pimiento ‘Malagueta’. El procedimiento consistió en marcar 
las flores en la fecha de su antesis con etiquetas de diferentes colores, según la fecha, para 
facilitar su posterior identificación. Esta tarea se llevó a cabo dos días a la semana, desde 
mediados del mes julio hasta principios de septiembre de 2015. Para garantizar que todas 
las flores se marcaron en el momento de su antesis, los días anteriores al marcado de las 
flores se retiraron todas las que estaban abiertas. Finalmente, la tercera semana de 
septiembre se recolectaron los frutos de todas las plantas, obteniéndose una mezcla en 
todos los estados de maduración (desde los 12 a los 75 días después de la antesis). 
Por otro lado, en la determinación de CTOs, incluyendo la optimización del 
procedimiento de extracción, el desarrollo y la validación del método de HPLC-ESI-
MS(QTOF) y su aplicación en frutos de pimiento, se utilizaron las entradas ‘RU72-241’, 
‘Mishme’, ‘Habanero rojo’ y ‘Bhut Jolokia’ de C. chinense; ‘Chile serrano’ y ‘Chile de 
árbol’ de C. annuum y ‘Tabasco’ y ‘RU72-7′ de C. frutescens para el desarrollo y la 
validación del método de HPLC-ESI-MS(QTOF). Para ello se cultivaron 5 plantas por 
entrada que se germinaron y cultivaron en las mismas condiciones descritas 
anteriormente. Los frutos (al menos 5 por planta) se recogieron completamente maduros, 
se liofilizaron durante 4 – 5 días (Virtis Genesis 25 EL) (Figura 7A,B), se molieron en 
un molinillo convencional y se guardaron en tubos Falcon hasta el momento de su análisis 
(Figura 7C).  
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Figura 7. Procedimiento de extracción de CTOs: A) preparación de los frutos en las bandejas 
del liofilizador; B) equipo de liofilización; C) muestras liofilizadas y molidas preparadas para su 
conservación; D) adición del disolvente; E) extracción por maceración en el agitador orbital; F) 
centrífuga; G) transferencia del sobrenadante a microtubos; H) resuspensión del pellet; I) 
filtrado del extracto. 
 
2.1.3 Extracción de CAPs y CTOs 
 
2.1.3.1 Extracción de CAPs mediante ultrasonidos  
 
La extracción de CAPs en los frutos de pimiento ‘Malagueta’ se realizó mediante 
el procedimiento de extracción asistida por ultrasonidos (EAU) descrito por Barbero 
(2008). Esta parte del trabajo se llevó a cabo en el Departamento de Química Analítica 
de la Faculta de Ciencias de la Universidad de Cádiz.  
Para la EAU de los CAPs en frutos de pimiento ‘Malagueta’, la muestra (0,25 g) 
se disolvió en metanol (25 ml) y se sumergió en un baño de agua, con controlador de 
temperatura, a 50 ºC (Frigiterm-10, JP Selecta, SA, Barcelona, España), al que se le 
acopló el sonicador UP200S sonifier (Hielscher Ultrasonics, Teltow, Alemania) (200 W 
de potencia, 24 kHz de frecuencia, ciclo de trabajo: 0,5 s), durante 10 minutos (Figura 
8A). Por último, se filtraron los extractos a través de un filtro de jeringa de nylon de 0,22 
µm (Membrane Solutions, Dallas, TX, EE. UU.).  
 
 
Figura 8. Instrumental utilizado en la determinación de CAPs en frutos del pimiento 
‘Malagueta’: A) equipo de ultrasonidos y baño termostático; B) equipo de UHPLC. 
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2.1.3.2 Optimización del procedimiento de extracción de CTOs 
 
Los CTOs y los CAPs son estructuralmente muy similares, sin embargo, las 
pequeñas diferencias entre ambas familias de compuestos convierten a los CTOs en 
compuestos más termolábiles y menos estables en disolventes polares que los CAPs 
(Sutoh y col., 2001). Por este motivo se optimizó el procedimiento de extracción de CTOs 
por maceración teniendo en cuenta la temperatura, la idoneidad del disolvente y el tiempo 
de extracción. Las primeras extracciones se realizaron con 50 mg del polvo liofilizado de 
las variedades de pimiento ‘Bhut Jolokia’, ‘Tabasco’ y ‘Chile de árbol’, siguiendo los 
protocolos descritos por Lang y col. (2009), Wahyuni y col. (2011) y Han y col. (2013), 
con modificaciones. Aunque no se observaron diferencias notables entre los tres 
protocolos de extracción, sí se observaron entre los extractos, obteniéndose mejores 
resultados con el extracto de ‘Bhut Jolokia’ para todos los métodos. En consecuencia, se 
decidió repetir el experimento con extractos más concentrados (300 mg de muestra) de 
‘Bhut Jolokia’. En esta ocasión, además de los tres protocolos anteriores, se probó el 
protocolo descrito por Garcés-Claver y col. (2006). Las condiciones del proceso de 
extracción de cada uno de los protocolos de extracción se detallan en la Tabla 1.  
 
Tabla 1. Condiciones de extracción utilizados para la optimización del procedimiento de 
extracción de CTOs. 
Muestra  
Disolvente 
extracción  
Técnica 
extracción 
Metodología  Referencia 
300 mg fruto 
liofilizado 
3 ml acetato de 
etilo: acetona 
(60:40)  
Maceración: 
agitación 24horas 
37 ºC 
centrifugar 5 min a 
620g; evaporar 2 ml 
sobrenadante  
Hang y col. 
2013 
300 mg fruto 
liofilizado 
3 ml acetato de 
etilo,  
vortex 1min  
Maceración: 
agitación 1 hora, 
30 ºC, 60rpm 
centrifugar 5 min a 
620g; evaporar 2 ml 
sobrenadante  
Lang y col. 
2009 
300 mg fruto 
liofilizado 
3 ml de metanol 
Baño de 
ultrasonidos: 
15 min, Tamb* 
centrifugar 5 min a 
620g: evaporar 2 ml 
sobrenadante  
Wahyuni y 
col. 2011 
300 mg fruto 
liofilizado 
3 ml de 
acetonitrilo 
Baño de 
ultrasonidos: 
16 min, Tamb 
centrifugar 15 min  
a 16000g: evaporar 
2 ml sobrenadante 
Garcés-Claver 
y col. 2006 
*Tamb, temperatura ambiente. 
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Al analizar los extractos se observó que los peores resultados se obtuvieron con 
el método descrito por Wahyuni y col. (2011). Sin embargo, entre el resto de protocolos 
no se apreciaron diferencias significativas, por lo que se eligió el protocolo de Lang y col. 
(2009) por el tipo de disolvente (mayor afinidad y estabilidad) y el tiempo de extracción.  
 
2.1.3.3 Extracción de CTOs en frutos de pimiento (Capsicum spp.) 
 
Para la extracción de CTOs en frutos de pimiento se pesaron 300 mg del polvo 
liofilizado en un tubo de plástico de 13 ml (100 x 16 mm) (Sarstedt AG & Co, Nümbrecht, 
Alemania) y se disolvieron en 3 ml de acetato de etilo puro (> 99,8% grado LC-MS, 
Scharlau Chemie S.A., Barcelona, España) (Figura 7D). A cada extracto se adicionó una 
cantidad conocida del estándar interno, DMBO, (5 μM) y se agitó durante 1 minuto en un 
mezclador Vortex ZX4 (Velp Scientifica, Usmate, Italia). La mezcla se maceró en un 
agitador orbital (Barnstead Max Q mini 4000 Lab-line E-class, Champaign, IL, EE.UU.) 
a 30 ºC y 60 rpm, durante 1 hora (Figura 7E). A continuación, la mezcla se centrifugó 
durante 5 min a 620 g y se transfirieron 2 ml del sobrenadante a microtubos (Figura 
7F,G). Este sobrenadante se evaporó completamente en una centrífuga de vacío (miVac 
Duo Concentrator, Barnstead GeneVac, Ipswich, Reino Unido) y el sedimento resultante 
se resuspendió con 0,5 ml de una mezcla de metanol y agua ultrapura (60:40 v/v) (Figura 
7H). Finalmente, el extracto se filtró a través de dos filtros de nailon desechables 
(Teknokroma Analítica S.A., Barcelona, España), primero con uno de 0,45 μm y después 
con uno de 0,20 μm (Figura 7I).  
 
2.1.4 Métodos de análisis de CAPs y CTOs 
 
2.1.4.1 Determinación de CAPs en frutos de pimiento ‘Malagueta’ mediante UHPLC-
FL 
 
La separación y cuantificación de los CAPs se llevó a cabo en un sistema de 
cromatografía líquida de alta resolución UHPLC (ACQUITY UPLC H-Class, Waters, 
Milford, MA, EE. UU.), equipado con un sistema de bomba cuaternaria, un inyector 
automático, control de temperatura ajustado a 15 ºC y compartimento de columna 
termostatizado, acoplado a dos detectores, por un lado, a un detector UV/Vis (ACQUITY 
UPLC® Photodiode Array, PDA) y por otro lado, a un detector de fluorescencia 
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(ACQUITY UPLC® Fluorescence, FLR) (Figura 8B). Para control del equipo y el 
procesado de datos se utilizó el software Empower3 (Waters). La separación 
cromatográfica de los CAPs se realizó en una columna ACQUITY UPLC BEH C18 (50 
mm x 2,1 mm, tamaño de partícula 1,7 µm), utilizando un método de gradiente para la 
separación cromatográfica con agua acidificada (ácido acético al 0,1%, solvente A) y 
acetonitrilo acidificado (ácido acético al 0,1%, solvente B). El gradiente empleado fue el 
siguiente: 0 min, 0% B; 0,50 min, 45% B; 1,60 min, 45% B; 1,95 min, 50% de B; 2,45 
min, 55% de B; 2,80 min, 63% de B; 3,00 min, 63% B; 4,00 min, 100% B; 6,00 min, 
100% B. La temperatura de la columna fue de 50 ºC, el flujo de trabajo de 0,8 µl y el 
volumen de inyección de 3 µl. Las longitudes de onda empleadas para la detección por 
fluorescencia fueron 280 nm (excitación) y 305 nm (emisión). La cuantificación de los 
cinco CAPs se realizó a partir de las curvas de calibración obtenidas de las soluciones de 
estándares. Dado que solo están disponibles los estándares comerciales de Cap y dhCap, 
el resto de CAPs se cuantificaron a partir de las curvas de calibración de Cap y dhCap, en 
función de la similitud estructural con uno u otro.   
La identificación de los cinco CAPs analizados se llevó a cabo en un sistema 
UHPLC acoplado a un detector de espectrometría de masas de alta resolución de tipo 
cuádruplo de tiempo de vuelo (QTOF) (Synapt G2, Waters Corp., Milford, MA, EE. 
UU.), con fuente de ionización por electrospray (ESI). La separación cromatográfica se 
realizó en fase reversa, en una columna analítica ACQUITY UPLC BEH C18 (Waters, 
2,1 mm x 100 mm y tamaño de partícula de 1,7 mm). Los espectros de masas de 
obtuvieron en modo positivo mediante barrido automático en el rango de masas de m/z 
100 – 600; 0,7 eV de voltaje del capilar; 20 V de voltaje del cono y 4 eV de energía de 
colisión de la trampa. La temperatura de la fuente fue de 150 ºC y la de desolvatación de 
500 ºC. El flujo de gas del cono fue de 10 l h−1 y el del gas de desolvatación 850 l h−1. La 
separación de los CAPs se logró utilizando como fase móvil agua (A) y metanol (B), 
ambos acidificados con 0,1% de ácido fórmico, un caudal de 0,5 ml min-1 y con el 
siguiente gradiente de elución: 0 min, 0% B; 0,85 min, 55% de B; 1,60 min, 55% de B; 
1,95 min, 60% de B; 2,45 min, 63% de B; 2,80 min, 70% B; 3,00 min, 70% B; 6,00 min, 
100% B; 8,00 min, 100% B. El volumen de inyección fue de 3 µl y el tiempo total de 
ejecución fue de 12 min, incluidos los 4 min para el equilibrado de la columna. Para los 
espectros MS/MS se eligieron como precursores los iones moleculares [M + H]+ con 
valores de m/z 294 para la ndhCap, m/z 306 para la Cap, m/z 308 para la dhCap, m/z 320 
para la hCap y m/z 322 para la hdhCap. En los espectros de MS/MS de estos cinco CAPs 
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se observó el ion producto de mayor intensidad a m/z 137, correspondiente al anillo de 
vainillina protonado, característico de la fragmentación de los CAPs. El software 
Masslynx, versión 4.1, se utilizó para controlar el equipo y para la adquisición y el 
tratamiento de datos. 
 
2.1.4.2 Desarrollo y validación del método analítico HPLC-ESI-MS/MS(QTOF) para la 
determinación de CTOs en frutos de pimiento (Capsicum spp.) 
 
El desarrollo y la validación del método de detección de CTOs se realizaron en el 
Servicio de Masas del Centro de Química y Materiales de Aragón (ICMA-CEQMA) de 
la Universidad de Zaragoza, utilizando un sistema de cromatografía líquida de alta 
resolución HPLC serie 1100 (Agilent Technologies, Waldbron, Alemania), equipado con 
una bomba isocrática, un inyector automático y un compartimento de columna 
termostatizado, acoplado a un detector de espectrometría masas (MS) de alta resolución 
de tipo cuádruplo de tiempo de vuelo (QTOF), con una fuente de ionización por 
electrospray (ESI) (microToF-Q™ Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) (Figura 9). Los 
espectros de masas se adquirieron en modo positivo (en modo negativo no se ionizaron), 
utilizando nitrógeno como gas de colisión y 10 eV de energía de ionización, en un rango 
de m/z 50 – 800, durante toda la carrera cromatográfica. Los análisis de MS/MS fueron 
realizados de forma automatizada seleccionando como iones precursores los cinco más 
intensos y con una m/z en el rango de 200 – 400, que incluye las m/z de los iones [M+Na]+ 
correspondientes a los CTOs conocidos. El eje de masas fue calibrado externamente 
utilizando aductos de acetato de sodio [10 mM NaOH, 2,5 % (v/v) de ácido acético y 50 
% (v/v) 2-propanol]. Los programas micrOTOF Control v.2.3 y Hystar v.3.2 del software 
Bruker Daltonik (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) se utilizaron para el control del 
sistema HPLC-ESI-MS(QTOF), el Data Analysis v.4.0. (Bruker Daltonics) para el 
análisis de datos y el algoritmo Sigma Fit (Bruker Daltonik) para las asignaciones de las 
fórmulas moleculares de los iones producto.  
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Figura 9. Equipo de HPLC-ESI-MS/MS(QTOF) utilizado para el desarrollo y la validación del 
método analítico de determinación de CTOs.  
 
Los experimentos de ESI-MSn(QTOF) se realizaron mediante la inyección directa 
de soluciones individuales de los estándares de capsiato y dihidrocapsiato (10 μM) y de 
()-DMBO (20 μM) en metanol : agua (60:40, v/v), con una bomba de jeringa (Cole-
Parmer Instrument Co., Vernon Hills, IL, EE. UU.), a un flujo de 4 μl min–1, en el 
analizador de masas. Para los espectros MS/MS se eligieron como precursores los iones 
moleculares [M+Na]+ con valores de m/z 329 para capsiato y m/z 331 para dihidrocapsiato 
y ()-DMBO con un ancho de aislamiento de 4 unidades de m/z y una amplitud voltaje 
de 0,45 V. Los espectros de MS/MS obtenidos para los estándares de capsiato y 
dihidrocapsiato mostraron un ion producto más intenso a m/z 159 correspondiente al 
anillo sodiado y otro de menor intensidad a m/z 137 correspondiente al anillo protonado. 
En el espectro de MS/MS del ()-DMBO se observó un ion producto a m/z 151, que 
corresponde al anillo protonado. La porción correspondiente a la cadena lateral no se 
ionizó. Estos datos permitieron el desarrollo y la optimización del método de HPLC. 
La separación cromatográfica se realizó en fase reversa, con una columna analítica 
HPLC RP-C18 (Symmetry® C18, 2,1 x 150 mm, tamaño de partícula esférica de 3,5 μm, 
Waters, Milford, MA, EE.UU.) acoplada en serie a una precolumna (Symmetry® C18 2,1 
x 10 mm, tamaño de partícula esférica de 3,5 μm, Waters), una temperatura en la columna 
de 25 °C, un volumen de inyección de 5 μl y un flujo de 0,2 μl min–1. Las condiciones de 
la cromatografía se optimizaron utilizando una solución con todos los estándares de CTOs 
y del ()-DMBO (50 μM). Estas condiciones de trabajo fueron las siguientes: agua 
ultrapura tipo I (Milli-Q, Millipore, Bedford, MA, EE.UU.) (solvente A) y metanol 
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(solvente B), ambos con 0,1% (v/v) de ácido acético como fase móvil y un gradiente de 
elución: 0–7 min, 60% B; 7–15 min, 60–70% B; 15–52 min, 70–100% B que se mantuvo 
hasta los 80 minutos para equilibrar la columna en las condiciones iniciales. Una vez 
establecidas las condiciones de la cromatografía se validó el método HPLC-ESI-
MS(QTOF) para la determinación de los dos CTOs mayoritarios, Cto y dhCto. Todas las 
muestras se prepararon en metanol: agua (60:40, v/v), por triplicado y se corrigieron con 
la adición del estándar interno ()-DMBO (5 μM). En la validación se evaluó la linealidad 
mediante curvas de calibración (de 13 puntos), los límites de detección (cuando su señal 
excedió tres veces el ruido de fondo) y los de cuantificación (cuando su señal excedió 
diez veces el ruido de fondo), la repetibilidad (ensayos en un día), la precisión intermedia 
(ensayos entre días) y la exactitud (recuperaciones). Las recuperaciones se realizaron 
enriqueciendo los extractos de ‘Bhut Jolokia’ con diferentes concentraciones de Cto y 
dhCto. 
La cuantificación del Cto y del dhCto se realizó a partir de las curvas de 
calibración, obtenidas de las soluciones de estándares de Cto y dhCto, trazando la relación 
del área del pico del analito, estandarizada con la relación del área del pico del estándar 
interno, frente a la concentración. La identificación de los CTOs se realizó por 
comparación del tiempo de retención, la relación m/z y el patrón de fragmentación con 
los estándares y por asignación de la fórmula elemental. 
 
2.2 Desarrollo de técnicas biotecnológicas en la determinación de la pungencia en 
cebolla (A. cepa) 
 
2.2.1 Material vegetal 
 
En el ensayo de obtención de plantas de cebolla dobles haploides se utilizaron 
genotipos de cebolla ‘Fuentes de Ebro’, de gran interés por su baja pungencia, las 
variedades comerciales ‘Recas’ (Veronsa) y ‘Rita’, la entrada ‘BGHZ1354’, del Banco 
de Germoplasma de Especies Hortícolas de Zaragoza, de interés por su elevada 
pungencia, y la población sintética ‘OH-1’, caracterizada por tener una alta frecuencia de 
inducción de embriones ginogenéticos, que se incluyó en el ensayo como control.  
En 2012, el ensayo se realizó con los genotipos ‘Fuentes de Ebro’, ‘Recas’ y 
‘Rita’, que se cultivaron en campo y en cámara de crecimiento con un fotoperíodo de 16 
h, temperatura entre 15 – 18 ºC, una intensidad lumínica de 300 μmol m −2 s −1 (Philips 
32 
Master SON-T, PIA Hg Free 150 W y Phillips Master TL_D 58 W/865) y una mezcla de 
turba (50%), coco (30%), arena (20%) y fertilizante N: P: K (14:16:18) con 
micronutrientes (Projar S.A., Valencia, España) como sustrato (Figura 10A). Esta mezcla 
de sustrato también se utilizó para las plantas del umbráculo. En 2013, se utilizaron los 
genotipos ‘Fuentes de Ebro’ ‘Recas’, ‘BGHZ1354’ y ‘OH-1’, que se cultivaron en campo 
(Figura 10B). 
Las umbelas se recolectaron enteras cuando el 30% de las flores estaban entre tres 
y cuatro días antes de la antesis (Figura 10C) y se llevaron a la cabina de flujo laminar 
donde se cortó cada flor, con unas tijeras pequeñas, por la base. Las flores individuales 
se esterilizaron en tubos Falcon, primero con etanol al 70% durante 2 min y después con 
una solución de 16,5 g l−1 de dicloroisocianurato de sodio y dos gotas de Tween 80 
durante 10 – 12 min, finalmente se aclararon 4 – 5 veces con agua destilada estéril (Figura 
10D).  
La ploidía de las plantas aclimatadas se determinó por citometría de flujo en un 
citómetro PAS (Partec, Münster, Alemania), a partir de hojas jóvenes. Para ello, el tejido 
se troceó finamente, con una cuchilla, sobre una placa Petri (30 mm de diámetro) y se 
añadieron 2 ml de la solución Cystain UV Ploidy (Partec), que incorpora el tampón de 
extracción de núcleos y el fluorocromo DAPI que tiñe el ADN. Después se resuspendió 
la mezcla y se filtró con un filtro de nylon de 30 μm.  
 
2.2.2 Obtención de plantas dobles haploides de cebolla mediante ginogénesis in vitro 
 
Para la optimización del protocolo de obtención de plantas dobles haploides 
mediante ginogénesis in vitro se probaron los protocolos descritos por Jakše y Bohanec 
(2003) y Michalik y col. (2000). Este trabajo se realizó entre los años 2012 y 2014, en 
colaboración con el grupo de Biología de la Embriogénesis Gamética y Aplicaciones de 
la Estación Experimental de Aula Dei (EEAD) de Zaragoza, donde se desarrolló toda la 
parte del cultivo in vitro.  
El primer año se probó el protocolo de un solo paso (Jakše y Bohanec, 2003). La 
siembra de las flores se realizó en placas de Petri (90 mm) y se incubaron en una cámara 
de crecimiento a 24 ºC, con fotoperiodo de 16 h y 100 μmol m−2 s−1 (Phillips Master TLD 
Super 80 58W/840 y OSRAM 30 W/2700 K) (Figura 10E). Tras 3 – 6 días de cultivo se 
abrieron las flores y a los 75 días emergieron los primeros embriones ginogenéticos 
(Figura 10F).  
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Figura 9. Procedimiento de obtención de plantas dobles haploides de cebolla mediante 
ginogénesis in vitro: A) plantas cultivadas en cámara de crecimiento; B) plantas cultivadas en 
campo; C) umbela en el estado óptimo para su recolección; D) esterilización de las flores; E) 
placas de Petri en la cámara de crecimiento; F) embriones emergiendo de los ovarios; G) 
tratamiento con APM; H) aclimatación de las plántulas en invernadero; I) aclimatación de las 
plantas en el umbráculo; J) tubos de cultivo; K) caja de aireación Eco2box; L) caja Magenta; 
M); embriogénesis somática; N) autofecundación de la umbela; O) umbela de una planta doble 
haploide son semillas. 
 
Estos embriones se trataron con el agente de duplicación amiprofosmetilo (APM) 
(25 µM), que se aplicó en un medio de elongación líquido compuesto por BDS (x 1/2) 
con 15 g l–1 de glucosa en el que se sumergieron los embriones durante 24 – 48 h y en 
oscuridad (Figura 10G). Después del tratamiento con APM, los embriones se enjuagaron 
con medio de elongación líquido y se transfirieron a un medio de elongación sólido, en 
tubos de vidrio con tapones de plástico (150 × 25 mm) (Steristophen Typ 20, Carl Roth 
GmBH + Co), para el desarrollo de la plántula. Transcurridas de 6 a 10 semanas en el 
A B C
D E F G
H I J K
L M N O
E
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medio de elongación, las plantas sanas y enraizadas se transfirieron a macetas (110 mm 
de diámetro) con una mezcla de turba: vermiculita (3:2), como sustrato. La aclimatación 
de las plantas a las condiciones de invernadero se llevó a cabo cubriendo las macetas con 
vasos de plástico durante los primeros 10 días y regando con una solución nutritiva 
Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950) durante el primer mes (Figura 10H), después se 
trasplantaron a macetas de plástico de 50 l en el umbráculo (Figura 10I). Aunque se 
obtuvieron plantas haploides, dobles haploides y mixoploides los porcentajes de 
inducción de la ginogénesis y de plantas regeneradas fueron bajos.  
Para mejorar las frecuencias de inducción, en 2013 se optimizó el protocolo de 
ginogénesis in vitro teniendo en cuenta factores clave como el genotipo, el medio de 
cultivo y el medio de elongación. Para ello se incluyeron, además de se compararon dos 
medios de cultivo, el protocolo de Jakše y Bohanec (2003) y el de Michalik y col. (2000) 
y se probó el efecto del contenedor, tubos de vidrio con tapón de plástico y cajas de 
polipropileno con un filtro de aireación (Eco2box-green filter-Model 80MM H, Duchefa), 
sobre el desarrollo de los embriones (Figura 10J,K). Además, el elevado número de 
embriones obtenidos de la población OH-1 permitió optimizar las condiciones para el 
tratamiento de duplicación cromosómica y de elongación ensayando distintas 
concentraciones (25 y 50 μM), tiempos de aplicación (24 y 72 h), métodos de aplicación 
del agente diploidizante (medio sólido y líquido) y diferentes contenedores para el medio 
de elongación (tubos con tapón de plástico, tubos con tapón de algodón, cajas Eco2box y 
cajas Magenta) (Figura 10L). durante el desarrollo de la plántula. Este año, de nuevo se 
obtuvieron plantas haploides, dobles haploides y mixoploides, la cuales se aclimataron 
en invernadero y después se transfirieron al umbráculo. Independientemente del nivel de 
ploidía, algunas plantas emitieron escapo floral y otras bulbificaron.  
Finalmente, en 2014 se probó la duplicación cromosómica por embriogénesis 
somática con las umbelas de las plantas haploides y mixoploides procedentes del cultivo 
in vitro de 2013, siguiendo el protocolo descrito por Luthar y Bohanec (1999). Las flores 
se cultivaron en un medio de inducción de la organogénesis durante 7 – 8 días y luego se 
transfirieron a un medio de diferenciación. Tras 3 – 4 semanas de cultivo aparecieron las 
primeras estructuras embriogénicas globulares en la base de las flores (Figura 10M), y 
se transfirieron a cajas Magenta con medio sólido de elongación. Las plántulas se 
aclimataron en invernadero y las dobles haploides se trasplantaron en el umbrácuo y se 
autofecundaron (Figura 10N). para obtener semillas (Figura 10O). 
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Capítulo 3 
 
EVOLUCIÓN DEL CONOCIMIENTO SOBRE LA 
PUNGENCIA DE LA CEBOLLA (Allium cepa L.) Y DEL 
PIMIENTO (Capsicum spp.): DESDE SUS ORÍGENES 
HASTA EL POTENCIAL NUTRACÉUTICO ACTUAL. 
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PUBLICACIÓN I 
 
Título: Evolución del conocimiento sobre la pungencia de la cebolla (Allium cepa L.) y 
del pimiento (Capsicum spp.): desde sus orígenes hasta el potencial nutracéutico actual. 
Autores: Fayos O, Mallor C, Garcés-Claver A. 
 
 
 
Tipo de publicación: Revisión bibliográfica 
Año de publicación: 2018. 
Revista: ITEA-Información Técnica 
Económica Agraria, 114(2): 99–118.  
DOI: https://doi.org/10.12706/itea.2018.007. 
Factor de impacto: 0,288 (en 2017).  
Área temática y clasificación (según JCR): 
Q4 en Agronomía. 
 
 
 
En este trabajo se presenta una revisión exhaustiva sobre los compuestos 
responsables del carácter picante del pimiento (Capsicum spp). y de la cebolla (Allium 
cepa L.) así como de las técnicas analíticas, moleculares y biotecnológicas que han 
permitido avanzar en el conocimiento de su biosíntesis y de su control genético. 
La cebolla (A. cepa L.) y el pimiento (Capsicum spp.) han sido cultivados durante 
miles de años por sus propiedades medicinales y terapéuticas. En la actualidad, estas 
propiedades bioactivas promotoras de la salud se han atribuido, principalmente, a la 
acción de los compuestos responsables de la pungencia de la cebolla y del pimiento. El 
potencial nutracéutico de los SCs en cebolla y de los CTOs y CAPs en pimiento ha 
despertado especial interés en las industrias tanto farmacéuticas como agroalimentarias 
para el desarrollo de nuevos alimentos funcionales. Además, el aumento de la demanda 
por los consumidores de alimentos frescos más saludables ha incentivado el desarrollo de 
nuevos programas de mejora de la calidad dirigidos a la obtención de variedades 
hortícolas con mayores contenidos en estos compuestos nutracéuticos. La presente 
revisión aborda estos aspectos desde el punto de vista de la complejidad de las rutas de 
38 
biosíntesis de los compuestos y cómo las técnicas analíticas modernas, más precisas y 
sensibles, se han convertido en una herramienta fundamental para el estudio del carácter 
picante.  
 
Contribución de la doctoranda 
 
La doctoranda realizó una exhaustiva revisión bibliográfica sobre aquellos estudios 
previos relacionados con el carácter picante en pimiento y cebolla, así como en la 
preparación de tablas y figuras. Asimismo, la doctoranda se encargó de la redacción de 
la publicación. El resto de autores colaboraron en la asesoría de la preparación y redacción 
del documento.  
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Capítulo 4 
 
ONTOGENETIC VARIATION OF INDIVIDUAL AND 
TOTAL CAPSAICINOIDS IN MALAGUETA PEPPERS 
(Capsicum frutescens) DURING FRUIT MATURATION 
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Título: Ontogenetic variation of individual and total capsaicinoids in Malagueta peppers 
(Capsicum frutescens) during fruit maturation 
Autores: Fayos O, de Aguiar AC, Jiménez-Cantizano A, Ferreiro-González M, Garcés-
Claver A, Martínez J, Mallor C, Ruíz-Rodríguez A, Palma M, Barroso CG, Barbero GF. 
 
 
 
 
Tipo de publicación: artículo científico 
Año de publicación: 2017 
Revista: Molecules, 22(5): 736. 
DOI: doi:10.3390/molecules22050736 
Factor de impacto: 3,098 (en 2017). 
Área temática y clasificación (según JCR): Q2 
en química multidisciplinar. 
 
 
 
En este trabajo se ha estudiado la variación ontogenética del contenido total e 
individual de los 5 CAPs (ndhCap, Cap, dhCap, hCap y hdhCap) presentes en el pimiento 
‘Malagueta’ (Capsicum frutescens). Las plantas del pimiento ‘Malagueta’ se cultivaron 
en invernadero bajo condiciones controladas de temperatura y humedad. Los CAPs se 
obtuvieron mediante extracción asistida por ultrasonido (UAE) y los extractos se 
analizaron mediante cromatografía líquida de ultra-alta resolución (UHPLC) con 
detección de fluorescencia. Durante los primeros 12 – 33 días se observó un aumento 
significativo en el contenido total de CAPs. Entre los días 33 y 40 hubo una ligera 
reducción en el contenido total de CAPs (disminución del 3,3%). La Cap fue el CAPs 
principal, seguido de la dhCap, la ndhCap, la hCap y la hdhCap. Al analizar la evolución 
de los CAPs con los valores estandarizados, se verificó que ndhCap, dhCap y hdhCap 
(capsicinoides similares a la dihidrocapsicina) presentan un patrón de comportamiento 
similar, mientras que hCap y Cap (capsicinoides similares a la capsicina) muestran 
patrones de evolución diferentes. 
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Contribución de la doctoranda 
 
La doctoranda colaboró en la planificación de la metodología. Realizó la 
preparación y obtención del material vegetal necesarias para cumplir con los objetivos 
propuestos, con la supervisión de Garcés-Claver A, Mallor C y Barbero GF. Además, la 
doctoranda analizó los resultados obtenidos en el análisis y participó en la redacción del 
manuscrito
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Capítulo 5 
 
SYNTHESIS OF (±)-3, 4-DIMETHOXYBENZYL-4-
METHYLOCTANOATE AS A NOVEL INTERNAL 
STANDARD FOR CAPSINOID DETERMINATION BY 
HPLC-ESI-MS/MS (QTOF). 
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Autores: Fayos O, Barbero GF, Savirón M, Orduna J, Durán AG, Palma M, Molinillo 
JMG, Macías FA, Barroso CG, Mallor C, Garcés-Claver A 
 
 
 
Tipo de publicación: Artículo científico 
Año de publicación: 2018 
Revista: Open Chemistry, 16: 87-94. 
DOI: https://doi.org/10.1515/chem-2018-0007 
Factor de impacto: 1,425 (en 2017) 
Área temática y clasificación (según JCR): 
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Los CTOs se han convertido en compuestos bioactivos de gran interés por sus 
múltiples propiedades promotoras de la salud, tanto para el sector agroalimentario como 
en el ámbito médico. Los CTOs son compuestos minoritarios presentes en 
concentraciones relativamente altas solo en unos pocos cultivares de pimiento. En este 
sentido, es importante disponer de técnicas que permitan su cuantificación y de este 
modo, poder identificar y seleccionar cultivares con mayores contenidos en CTOs. La 
HPLC acoplada a espectrometría de masas (MS) con fuente de ionización por 
electrospray (ESI) es un técnica precisa y selectiva, capaz de cuantificar pequeñas 
concentraciones de CTOs. Sin embargo, para la correcta cuantificación mediante HPLC-
ESI-MS(CTOF) es necesario la utilización de un estándar interno. En este trabajo, se 
describe el método de síntesis de un nuevo compuesto, análogo a los CTOs, el (±)-3,4-
dimetoxibencil-4-metiloctanoato [()-DMBO], el cual podría ser útil en la determinación 
de CTOs por ESI-MS. El (±)-DMBO mostró propiedades químicas y físicas similares a 
las de los estándares de CTOs y se mantuvo estable durante los análisis. La aplicación de 
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este estándar interno en la determinación de CTOs mediante ESI-MS proporcionará una 
precisa cuantificación facilitando así la selección en los programas de mejora de pimiento, 
y una mejor comprensión de la ruta de biosíntesis de los CTOs. 
 
Contribución de la doctoranda 
 
La doctoranda participó en el diseño de la metodología de síntesis del compuesto. 
Llevó a cabo el procedimiento de síntesis del nuevo compuesto, para cumplir el objetivo 
propuesto. Asimismo, la doctoranda se encargó de la preparación y redacción del 
manuscrito. 
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Capítulo 6 
 
QUANTITATION OF CAPSIATE AND 
DIHYDROCAPSIATE AND TENTATIVE 
IDENTIFICATION OF MINOR CAPSINOIDS IN PEPPER 
FRUITS (Capsicum spp.) BY HPLC-ESI-MS/MS (QTOF). 
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En este trabajo se ha desarrollado y validado por primera vez, un método analítico 
sensible y selectivo para la determinación de Cto y dhCto utilizando HPLC-ESI/MS 
(QTOF). Para ambos CTOs, los límites de detección y de cuantificación LOD y LOQ 
fueron 0,02 y 0,05 μmol l–1, respectivamente. Los valores de repetibilidad intra- e 
interdías (RSD%) fueron 0,26 – 0,41 % para el tiempo de retención y 2,25 – 2,11% para 
el área pico. Las recuperaciones fueron hasta del 98% para Cto y hasta del 97 % para 
dhCto. Este método se aplicó con éxito para cuantificar el capsiato y el dihidrocapsiato 
en frutos de ocho accesiones de pimiento. Los CTOs se encontraron en el rango de 1,21 
– 544,59 μg g–1 peso seco (PS) para capsiato y de 0,61 – 81,95 μg g–1 PS para 
dihidrocapsiato. En la entrada de pimiento ‘Tabasco’ se cuantificaron capsiato y 
dihidrocapsiato por primera vez, encontrándose en los rangos de 3,09 a 58,76 μg g–1 PS 
y de 1,80 a 6,94 μg g–1 PS, respectivamente. Además, los análisis mediante ESI-
MS/MS(QTOF) han permitido la identificación tentativa de otros dos CTOs menores, por 
masa exacta y patrón de fragmentación, en la entrada ‘Bhut Jolokia’. 
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Contribución de la doctoranda 
 
La doctoranda realizó el diseño y planificación de la preparación de las muestras 
necesarias para cumplir con los objetivos propuestos, con la supervisión del resto de 
coautores. Realizó los análisis de laboratorio para el desarrollo y la validación del método 
analítico para cumplir con los objetivos planteados. Además, la doctoranda se encargó de 
la preparación y redacción del manuscrito.  
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Supplementary material, Fig. S1. Chemical structures of capsaicin, capsiate, 
dihydrocapsiate, nordihydrocapsiate, and DMBO, the internal standard used in this study. 
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Supplementary material, Table S1. Compound name, molecular formula, chemical structure, molecular weight, and [M+Na]+ mass data of all 
capsinoid standards used in this study. All compounds have been chemically synthesized: (capsiate) 4-hydroxy-3-methoxybenzyl (E)-8-methyl-6-
nonenoate; (dihydrocapsiate) 4-hydroxy-3-methoxybenzyl 8-methylnonanoate; (DMBO) (±)-3,4-dimethoxybenzyl-4-methyloctanoate; (O7C) 4-
hydroxy-3-methoxybenzyl heptanoate; (O8C) 4-hydroxy-3-methoxybenzyl octanoate; (O9C) 4-hydroxy-3-methoxybenzyl nonanoate; (O10C) 4-
hydroxy-3-methoxybenzyl decanoate; (O11C) 4-hydroxy-3-methoxybenzyl undecanoate; (O12C) 4-hydroxy-3-methoxybenzyl dodecanoate; 
(O13C) 4-hydroxy-3-methoxybenzyl tridecanoate; (O14C) 4-hydroxy-3-methoxybenzyl tetradecanoate; (O15C) 4-hydroxy-3-methoxybenzyl 
pentadecanoate; (O16C) 4-hydroxy-3-methoxybenzyl hexadecanoate. The linear standards were named according to acyl chain carbon number. 
Compound 
Molecular 
Formula 
Chemical Structure 
Molecular 
Weight 
[M+Na]+  
Capsiate C18H26O4 
 
306.3966 329.3864  
Dihydrocapsiate C18H28O4 
 
308.4125 331.4023  
DMBO C18H28O4 
 
308.4125 331.4023  
104 
Compound 
Molecular 
Formula 
Chemical Structure 
Molecular 
Weight 
[M+Na]+  
O7C C15H22O4 
 
266.3328 289.3226  
O8C C16H24O4 
 
280.3594 303.3492  
O9C C17H26O4 
 
294.3859 317.3757  
O10C C18H28O4 
 
308.4125 331.4023  
O11C C19H30O4 
 
322.4391 345.4289  
O12C C20H32O4 
 
336.4657 359.4555  
O13C C21H34O4 
 
350.4923 373.4821  
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Compound 
Molecular 
Formula 
Chemical Structure 
Molecular 
Weight 
[M+Na]+  
O14C C22H36O4 
 
364.5188 387.5086  
O15C C23H38O4 
 
378.5454 401.5352  
O16C C24H40O4 
 
392.5720 415.5618  
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Supplementary material, Table S2. Repeatability (intraday assays) and intermediate precision (interday assays) of the HPLC-ESI/MS(QTOF) 
method developed were calculated by Relative Standard Deviation (RSD %) of retention time (RT) and peak area ratios (AA/AIS) for capsiate and 
dihydrocapsiate. Recoveries were obtained by spiking an extract of ‘Bhut Jolokia’ accession with solutions containing the analyte standards.  
Analyte 
 
RDS % 
 
Recoveries [Mean  SE (n = 3)] 
Concentration (µM) 
Intraday (n = 10)  Interday (n = 10)  
Amount added (µmol/L) Amount found (µmol/L) Recovery (%) 
RT (min) AS/AIS  RT (min) AS/AIS  
Capsiate 5 0.01 1.83  0.32 1.54  0 13.8 ± 0.3  
 50 0.26 2.21  0.35 1.33  12.8 ± 0.2 26.4 ± 0.4 98.0 ± 4.9 
 
      
 62.5 ± 8.0 71.7 ± 1.9 92.7 ± 2.6 
Dihydrocapsiate      
 0 3.4 ± 0.1  
 5 0.09 2.15 
 0.28 2.11    9.2 ± 0.1 11.6 ± 0.5 89.6 ± 5.5 
 50 0.24 2.25  0.41 1.94  59.0 ± 6.0 60.8 ± 0.7 97.3 ± 1.1 
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Supplementary material, Table S3. Putative isomers of capsinoids classified according to their acyl chain carbon number and the methyl position 
in the acyl chain (anteiso-, iso- or straight): (1) 4-ene-5-methyl nornorcapsiate; (2) 4-ene-6-methyl nornorcapsiate; (3) vanillyl 5-octanoate; (4) 6-
methyl nordihydrocapsiate; (5) 7-methyl nordihydrocapsiate; (6) vanillyl nonanoate. Structures for the putative O8C and O9C isomers were 
proposed. 
 
 
 
#C 
R Molecular 
Formula 
Molecular 
Weight 
[M+Na]+ 
Anteiso Iso Straight 
O8C 
   
C16H22O4 278.1513 301.1410 
O9C 
   
C17H26O4 294.1825 317.1723 
       
 
 
 
 
 
 
 
109 
 
Capítulo 7 
 
DOUBLED HAPLOID PRODUCTION FROM SPANISH 
ONION (Allium cepa L.) GERMPLASM: EMBRYOGENESIS 
INDUCTION, PLANT REGENERATION AND 
CHROMOSOME DOUBLING 
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en ciencia de las plantas. 
 
 
 
La obtención de plantas dobles haploides en cebolla se ve limitada a la baja 
eficiencia de ginogénesis de esta especie. En este trabajo se evaluó y se optimizó la 
capacidad de ginogénesis en germoplasma español de cebolla, incluyendo el cultivar 
dulce ‘Fuentes de Ebro’, la variedad local BGHZ1354 y las dos variedades comerciales 
de tipo valenciana ‘Recas’ y ‘Rita’. La población ‘OH-1’, caracterizada por tener una alta 
frecuencia de inducción de la ginogénesis, se utilizó como control. Las condiciones de 
crecimiento de las plantas donantes se probaron con un protocolo de un solo paso, 
obteniéndose porcentajes de inducción de la embriogénesis ligeramente mayores en las 
plantas de campo que en las de la cámara de crecimiento. El protocolo de un paso se 
comparó con el protocolo de dos pasos para la inducción de la embriogénesis. El 
germoplasma español produjo un porcentaje de embriogénesis 2 a 3 veces mayor con el 
protocolo de dos pasos, obteniéndose los porcentajes más altos en la cebolla ‘Recas’ 
(2,09%) y en ‘Fuentes de Ebro’ el más bajo (0,53%). Estos porcentajes fueron 
significativamente más bajos que los de la población OH-1, con un promedio del 15% 
independientemente del protocolo. También se probó el efecto de diferentes contenedores 
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en la regeneración de la planta, utilizando ambos protocolos. Mientras que el mayor 
porcentaje de plantas aclimatadas se obtuvo con el protocolo de dos pasos en combinación 
con contenedores Eco2box (70%), el porcentaje más bajo se observó con tubos de vidrio 
en ambos protocolos (20 – 23%). Para la duplicación cromosómica de los embriones 
ginogenéticos se aplicaron diferentes tratamientos con amiprofosmetilo (APM). Aunque 
se recuperó un número similar de plantas haploides duplicadas con 25 μM o 50 μM de 
APM en medio líquido, la aplicación de 25 μM en medio sólido durante 24 h produjo el 
mayor número de plantas dobles haploides. Como método alternativo de duplicación 
cromosómica, se utilizó́ con éxito la embriogénesis somática a partir de las flores de las 
plantas haploides y mixoploides, obteniéndose plantas dobles haploides de todas las 
líneas regeneradas. En este estudio, se obtuvieron plantas dobles haploides de los cuatro 
cultivares españoles, sin embargo, es necesario seguir investigando para mejorar la 
eficiencia del procedimiento de ginogénesis. 
 
Contribución de la doctoranda 
 
La doctoranda realizó el diseño y planificación de la preparación del experimento 
para cumplir con los objetivos propuestos, con la supervisión del resto de coautoras. 
Realizó el trabajo de laboratorio, el análisis y la interpretación de los resultados, así como 
la preparación y la redacción del manuscrito. 
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Supplemental Table S1. Composition of culture media used in onion gynogenesis with protocol A (Jakše and Bohanec, 2003) and protocol B (Michalik et al., 
2000), somatic embryogenesis (Luthar and Bohanec, 1999), and elongation medium for plant development (Jakše and Bohanec, 2003). 
Compounds 
Gynogenesis Somatic Embryogenesis   
Elongation Protocol A   Protocol B    
Induction  Induction (A1) Regeneration (R1)  Induction (I) Regeneration (R2)  
Macronutrients BDS  B5 BDS  BDS BDS  BDS (x1/2) 
Micronutrients BDS   B5 BDS   BDS BDS   BDS (x1/2) 
Vitamins, amino acids and other nutrient elements(mg/l)      
Fe   40    40   40    40   40    40 
Thiamine   10      2     2    10   10    10 
Pyridoxine     1      1     1      1     1      1 
Nicotinic acid     1      1     1      1     1      1 
Ca panthotenate       1     1      
Glicine       2       
Folic acid       1       
Biotin   0.01       
Adenine      10      
Myo-inositol 500  100 500  500 500  250 
L- Proline 200   200  200 200  100 
Growth regulators (mg/l)       
2,4-D     2      2       2    
BAP     2      2       2        
2iP        2      
NAA        1      
Thidiazuron          2   
Other components (g/l)         
Sucrose 100  100 100  100   50     
Glucose           15 
Agar Daishin 7      7     7         7 
Phytagel       2.5  2.5   
pH  6.0   5.8  5.8   6.0  6.0   6.0 
  
Capítulo 8 
 
DISCUSIÓN GENERAL  
  
 127 
DISCUSIÓN GENERAL 
 
El aumento de la demanda de los consumidores de alimentos saludables con 
mayores contenidos en compuestos bioactivos ha provocado un interés creciente en 
especies hortícolas, como el pimiento y la cebolla, por su alto contenido en diversos 
compuestos nutracéuticos. A su vez, esta demanda ha direccionado a los programas de 
mejora genética vegetal, tanto en cebolla como en pimiento, hacia la mejora de la calidad 
nutracéutica para la obtención de variedades con mayores contenidos en compuestos 
bioactivos. De entre todos los compuestos bioactivos, los responsables del picor, los 
CAPs/CTOs en pimiento y los SCs en cebolla, destacan por sus numerosas propiedades 
saludables. En el Capítulo 3, de esta Tesis Doctoral, se revisa en profundidad este aspecto, 
así como otros que son el punto de partida de este trabajo. 
El picante del pimiento, ocasionado en gran medida por el contenido de CAPs, es 
uno de los principales atributos de la calidad sensorial de esta especie. De hecho, el 
desarrollo de nuevas variedades cada vez más picantes es un reto para los mejoradores 
(Bosland y Baral, 2007; Bosland y col., 2012). El nivel de picor del pimiento determina, 
en gran medida, la forma de consumo: en inmaduro o maduro, en fresco o procesado, 
como especia, en salsas, etc. 
Es conocido que el ser humano es capaz de diferenciar sensorialmente el tipo e 
intensidad de picor de cada CAPs. Por ejemplo, la Cap y la dhCap son los más irritantes 
y su picor afecta a la boca, el paladar, la garganta y la lengua; la hdhCap además de ser 
muy irritante perdura durante un período prolongado (hasta 12 h) y, por el contrario, la 
ndhCap es la menos irritante y la sensación de picor es suave y desaparece rápidamente 
(Bosland y Votava, 2012). Las diferentes combinaciones de CAPs determinan el tipo 
(perfil) de picor característico para cada variedad de pimiento y, este a su vez, puede 
variar a lo largo de la maduración de los frutos. En relación a este último aspecto, el 
objetivo del Capítulo 4 se centró en la evaluación de la variación del patrón de 
acumulación de CAPs durante el desarrollo de los frutos del pimiento ‘Malagueta’ (C. 
frutescens) y, en consecuencia, el establecimiento del perfil de picor de este pimiento.  
La composición de CAPs en el pimiento ‘Malagueta’ se mantuvo prácticamente 
constante durante toda la maduración de los frutos, la Cap fue el mayoritario, seguida por 
la dhCap, la ndhCap, la hCap y la hdhCap. Estos mismos 5 CAPs se han identificado en 
las variedades de pimiento ‘Cayena’ y ‘Peter pepper’ ambas de C. annuum. Sin embargo, 
la evolución de los CAPs es diferente en cada variedad; mientras que en el pimiento 
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‘Cayena’ se alternan Cap y dhCap como principales (Barbero y col., 2014), en el ‘Peter 
pepper’, la dhCap y la ndhCap son los mayoritarios en los primeros estados de desarrollo 
del fruto, aumentando, después, el contenido de Cap hasta ser el más abundante en el 
estado final de la maduración del fruto.  
En cuanto al contenido total de CAPs, su patrón de acumulación en ‘Malagueta’ 
es similar al descrito en otras variedades de C. annuum y C. chinenese (Contreras-Padilla 
y Yahia, 1998; Barbero y col., 2014; BenMansour-Gueddes, 2015; Barbero y col., 2016). 
Este patrón de acumulación en en ‘Malagueta’ revela que la biosíntesis de los CAPs se 
origina alrededor de los 12 días después de la antesis (dda). El contenido en CAPs se 
incrementa rápidamente desde los 12 dda hasta los 33 dda y se mantiene prácticamente 
constante hasta los 54 dda. Entre los 54 –61 dda se observó una disminución en el 
contenido total, probablemente debida a la acción de las enzimas peroxidasas que 
degradan los CAPs (Contreras-Padilla y Yahia, 1998; Díaz y col., 2004), y entre los 61–
75 dda un aumento, probablemente debido a la pérdida de agua por sobremaduración de 
los frutos (Barbero y col., 2014). Esta caracterización fenotípica, sobre el contenido 
específico de compuestos a lo largo del desarrollo del fruto, es una información valiosa 
para complementar futuros trabajos sobre el control genético de la biosíntesis de los 
distintos CAPs y que, junto con enfoques transcriptómicos permitirán la selección de 
genes involucrados en su síntesis.  
Aunque el picor es uno de los atributos de calidad más importantes en pimiento, 
en algunos mercados, como el europeo, tienen mayor aceptación las variedades no 
picantes. Como consecuencia, los CTOs se han convertido en compuestos potencialmente 
interesantes para la obtención de nuevas variedades, con altos contenidos en compuestos 
nutracéuticos, pero poco o nada picantes. Sin embargo, los CTOs son compuestos 
minoritarios presentes en unos pocos cultivares de pimiento y, solo en algunos de ellos, 
en cantidades moderadamente altas. Hasta el momento, se han identificado tres CTOs en 
frutos de pimiento: Cto, dhCto y ndhCto, pero, al igual que ocurre con los CAPs, entre 
los que se han identificado más de 20 análogos (Bosland y Votava, 2012), podrían existir 
otros análogos de CTOs. Dada la presencia minoritaria de los CTOs en la mayoría de los 
cultivares de pimiento, así como el elevado número de análogos (dentro de CAPs y 
CTOs), es necesario el desarrollo de métodos analíticos que permitan un análisis preciso 
y exhaustivo de los distintos CTOs presentes en el fruto.  
La técnica analítica más ampliamente utilizada para la determinación de CTOs ha 
sido la HPLC acoplada a detectores de absorbancia UV y UV/Vis (Tanaka y col., 2010 
 129 
a,b; Wahyuni y col., 2011; Han y col., 2013; Coutinho y col., 2015; Tanaka y col., 2015). 
Sin embargo, estas técnicas basadas en tiempos de retención y espectros de absorbancia 
para la determinación de los compuestos, pueden verse limitadas en cuanto a sensibilidad 
y selectividad, como es en el caso de los CAPs y por homología para los CTOs, donde 
pueden co-existir numerosos análogos con la misma longitud de onda (parámetro de 
identificación) e isómeros cuyo comportamiento cromatográfico es similar. 
En la actualidad, la HPLC acoplada a la espectrometría de masas (MS) es la 
técnica más sensible, selectiva y precisa que existe para la determinación de metabolitos. 
De hecho, la HPLC-MS se ha aplicado con éxito a la detección de CAPs, permitiendo la 
detección de hasta 15 CAPs en frutos de pimiento (Maillard y col., 1997; Garcés-Claver 
y col., 2006; Schweiggert y col., 2006). A diferencia de los métodos UV/Vis, la detección 
por MS se basa en la relación m/z de cada analito y en el caso de Ms/Ms, en el patrón de 
fragmentación (huella isotópica) y la fórmula exacta de cada molécula ionizada. Toda 
esta información garantiza la identificación inequívoca de cualquier compuesto de 
naturaleza análoga a los CTOs. En relación a este tema, en el curso de esta tesis se ha 
desarrollado y validado, por primera vez, un método de cromatografía líquida acoplada 
mediante una fuente de ionización por electrospray a un espectrómetro de masas con 
analizador de tiempo de vuelo [HPLC-ESI-MS(QTOF)].  
No obstante, para el desarrollo de este método analítico ha sido necesario disponer 
de estándares de CTOs y de un estándar interno que corrija las fluctuaciones que puedan 
producirse en la ionización de los compuestos durante el análisis. En consecuencia, 
durante el curso de esta tesis, se ha diseñado y se ha procedido a la síntesis de un nuevo 
compuesto análogo a los CTOs, pero que no está presente de forma natural en los frutos 
de pimiento. Hasta el momento no se disponía de un compuesto, cuyas características 
propias de un estándar interno, permitieran que pudiera utilizarse para identificar y 
cuantificar los CTOs, a través de MS. En el Capítulo 5 se describe el procedimiento 
síntesis y se evalúa su idoneidad como estándar interno en la determinación de CTOs. La 
estructura química de este estándar interno le confiere unas propiedades físico-químicas 
únicas, que permiten su elución entre el Cto y el dhCto y un comportamiento de 
ionización con una huella de fragmentación similar al de los CTOs. Todas estas 
características que ofrece el DMBO como estándar interno, han sido fundamentales para 
el desarrollo y la validación del método analítico. 
El método analítico desarrollado en el Capítulo 6 de esta tesis ofrece algunas 
ventajas frente a los métodos analíticos (UV/Vis) más utilizados hasta ahora para la 
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determinación de CTOs. Por un lado, la mayor sensibilidad de esta técnica, con límites 
de detección (LODs) y de cuantificación (LOQs) inferiores al resto de métodos. Este 
hecho ha permitido la cuantificación de Cto y dhCto en la variedad de pimiento ‘Tabasco’, 
en la que en análisis previos no se detectaron estos CTOs posiblemente por encontrarse 
en concentraciones menores a los LOD del instrumento (Tanaka y col., 2009; Wahyuni y 
col., 2011). Además, la aplicación del método desarrollado ha permitido la detección de 
Cto y dhCto en todas las entradas analizadas pertenecientes a las especies C. annuum, C. 
frutescens y C. chinense. Por otro lado, la MS en tándem (MS/MS) ha permitido la 
identificación de dos nuevos isómeros de CTOs hasta el momento no citados en 
bibliografía. Estos dos nuevos compuestos fueron encontrados en la variedad ‘Bhut 
Jolokia’. La identidad de estos dos nuevos compuestos como isoméros de CTOs fue 
confirmada por su relación m/z, su patrón de fragmentación similar al de los CTOs y 
mediante la asignación de la fórmula elemental exacta. 
El método de HPLC-ESI-MS(QTOF) desarrollado en esta tesis es novedoso tanto 
para la cuantificación de los CTOs mayoritarios, Cto y dhCto, como para la identificación 
inequívoca de los CTOs minoritarios presentes en una muestra. La disponibilidad de 
metodologías analíticas precisas en la determinación del contenido en CTOs y CAPs, se 
brinda como una herramienta muy útil para apoyar y complementar los trabajos de 
identificación de genes relacionados con el carácter picante en pimiento e involucrados 
en las rutas de biosíntesis de estos compuestos. Además, el conocimiento del modo de 
herencia individual de los distintos CAPs (Lee y col., 2016) y posiblemente de los CTOs 
permitirá a los mejoradores seleccionar variedades, con perfiles específicos de CTOs y 
CAPs, con más eficiencia y, en consecuencia, obtener variedades, con perfiles de picor y 
compuestos nutracéuticos determinados, adaptándose a las necesidades de los mercados. 
Por lo que se refiere al cultivo de la cebolla, los objetivos de selección en los 
programas mejora genética de la calidad dependen en gran parte de la forma de consumo 
o de procesado final. Por ello, la mejora genética se ha encaminado a buscar variedades, 
que además de ser productivas, presentaran características diferenciales en cuanto a la 
precocidad, resistencia a enfermedades, color, forma, sabor, pungencia o aptitudes 
industriales y de conservación, entre otras (Chiquirrín y Ruíz, 2003; Mallor y col., 2007; 
Batista y Núñez, 2011; Simó y col., 2014).  
Por lo general, en estos programas de mejora se utilizan líneas parentales 
parcialmente homocigotas para la obtención de híbridos, debido a la alta depresión por 
consanguinidad que sufre este cultivo, sólo admite dos o tres ciclos de autofecundaciones. 
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Además, el carácter bienal y alógamo de la cebolla dificultan en gran medida la obtención 
de híbridos, que requiere alrededor de 10 – 12 años (Foschi y col., 2009).  
La producción de plantas haploides y la consiguiente duplicación de los 
cromosomas es la forma más eficiente para el desarrollo de poblaciones de mejora 
totalmente homocigotas, facilitándose la producción de híbridos estables y de gran vigor. 
La aplicación de herramientas biotecnológicas como la inducción de la embriogénesis 
mediante el cultivo in vitro ha permitido la obtención de doblehaploides (DH). En cebolla, 
la ginogénesis mediante el cultivo in vitro de flores enteras es la técnica más utilizada en 
la mayoría de los estudios, por ser la más eficiente en la producción de embriones y la 
menos laboriosa (Muren, 1989; Campion y Alloni, 1990; Keller, 1990; Campion y col., 
1992; Bohanec y col., 1995; Geoffriau y col., 1997; Michalik y col., 2000; Jakše y 
Bohanec, 2003; Khar y col., 2018).  
Por tanto, el poder disponer de protocolos de producción de líneas DH de cebolla 
representa una oportunidad única para la obtención de materiales completamente 
homocigóticos y estables. Con estos antecedentes, el objetivo del Capítulo 7 se centra en 
la optimización de un protocolo de obtención de DH, en germoplasma español de cebolla, 
mediante la inducción de la ginogénesis in vitro. Para ello se han tenido en cuenta los 
principales factores que afectan al éxito de la técnica como son: el genotipo y las 
condiciones de cultivo de la planta donante, la composición del medio de cultivo, los 
reguladores del crecimiento, el tipo de contenedores y el tratamiento de duplicación 
(Geoffriau y col., 1997; Jakše y Bohanec, 2000; Martínez y col., 2000; Michalik y col., 
2000; Jakše y Bohanec, 2003).  
De todas las combinaciones ensayadas el genotipo de la planta donante fue el 
principal factor limitante del éxito de esta técnica. Los porcentajes de inducción de la 
ginogénesis en los materiales utilizados fueron similares a los obtenidos en otros estudios 
con genotipos portugueses y españoles (Bohanec y Jakše, 1999). Sin embargo, otros 
materiales como el americano o el del norte de Europa, así como poblaciones sintéticas e 
híbridos F1, rindieron mayores porcentajes de inducción de embriones (Bohanec y Jakše, 
1999). El medio de cultivo, en especial el tipo de reguladores de crecimiento, tuvo un 
efecto importante sobre la eficiencia de la ginogénesis, obteniéndose mejores resultados 
con la combinación de la citoquinina 2-Isopentenil-adenina (2iP) y la auxina, ácido 
naftalenacético (NAA), en la mayoría de materiales. Estos resultados confirman el efecto 
de esta combinación de reguladores del crecimiento sobre la inducción de la 
embriogénesis (Michalik y col., 2000), y el porcentaje de plantas aclimatadas (Bohanec 
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y col., 1995). Además, el favorecimiento del intercambio de gases, con los contenedores 
Eco2box, fue esencial para reducir el porcentaje de hiperhidricidad de los embriones y en 
consecuencia, aumentar los porcentajes de aclimatación de las plantas. La importancia 
del intercambio de gases sobre la reducción o eliminación de la hiperhidricidad de los 
explantos ha sido ampliamente documentada en diferentes especies (Zobayed y col., 
1999; Lai y col., 2005; Casanova y col., 2008; Ivanova y Van Staden, 2010). Otro factor 
importante para la supervivencia de las plantas fue el tratamiento de duplicación; 
mediante la aplicación del tratamiento con APM en medio sólido y durante un tiempo 
corto se obtuvieron los mayores porcentajes de duplicación. Con tiempos más largos de 
exposición con el agente diploidizante se obtuvieron mayores porcentajes de plantas 
mixoploides, confirmando los resultados de Jakše y col. (2003).  
Para finalizar y en relación con este último punto, la embriogénesis somática se 
plantea como un herramienta útil y eficaz para duplicación de los cromosomas de las 
plantas haploides y mixoploides. Esta técnica tiene dos ventajas sobre la aplicación de 
agentes antimitóticos: por un lado, no se utilizan productos químicos potencialmente 
dañinos y, por otro lado, la mayor eficiencia de duplicación (Alan y col., 2007; Jakše y 
col., 2010). 
 
  
CONCLUSIONES 
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CONCLUSIONES 
 
1. Al considerar la evolución del contenido individual de los capsicinoides, se ha podido 
verificar que los capsicinoides tipo dihidrocapsicina (dihidrocapsicina, 
nordihidrocapsicina y homodihidrocapsicina) muestran un patrón de comportamiento 
similar, mientras que los de tipo capsicina (capsicina y homocapsicina) siguen patrones 
de evolución diferentes. 
2. La relación individual y total de los capsicinoides proporciona un perfil de picor 
característico de cada variedad de pimiento en cada momento del desarrollo de los frutos, 
y este condiciona, en gran parte, el uso final del fruto (fresco, especia, concentrado, 
salsa,…). Además, el estudio del patrón de acumulación de capsicinoides a lo largo del 
fruto permite determinar el momento con mayores contenidos en compuestos 
nutracéuticos, óptimo para la recolección del fruto. 
3. Por primera vez, se ha sintetizado un compuesto análogo a los capsinoides, el (±)-
DMBO, para su utilización como estándar interno en la determinación de estos 
compuestos mediante ESI-MS(QTOF). El (±)-DMBO no se encuentra presente de forma 
natural en los frutos de Capsicum. Además, las propiedades físico-químicas de este 
compuesto permiten su elución entre el capsiato y el dihidrocapsiato y le confieren un 
comportamiento de ionización y patrón de fragmentación similar al de los capsinoides.  
4. Se ha desarrollado y validado, por primera vez, un método analítico de HPLC-ESI-
MS(QTOF) para la determinación de los capsinoides en frutos de pimiento. El método 
HPLC-ESI-MS(QTOF) permitió el análisis simultáneo de los dos capsinoides 
mayoritarios, capsiato y dihidrocapsiato, en los frutos de pimiento, con alta selectividad 
y sensibilidad, y con una buena reproducibilidad.  
5. La alta sensibilidad del método de HPLC-ESI-MS(QTOF) desarrollado ha permitido, 
por primera vez, la cuantificación de capsiato y dihidrocapsiato en la variedad de pimiento 
‘Tabasco’. 
6. Los análisis ESI-MS/MS(QTOF) permitieron la identificación de dos nuevos 
capsinoides minoritarios en frutos de pimiento, mediante la identificación de la relación 
m/z exacta, la asignación de la fórmula molecular y el patrón de fragmentación obtenido 
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por MS/MS. Consecuentemente, el método desarrollado resulta particularmente adecuado 
para el análisis exhaustivo de los capsinoides presentes en los frutos de pimiento, lo que 
le confiere un amplio rango de aplicabilidad; por ejemplo, en programas de mejora 
genética de la calidad, para seleccionar genotipos con contenidos de determinados 
capsinoides o en estudios transcriptómicos destinados a identificar los genes involucrados 
en la biosíntesis de capsinoides. 
7. La aplicación de herramientas biotecnológicas, mediante el cultivo in vitro de flores 
enteras, para la inducción de la embriogénesis ha permitido la obtención de plantas dobles 
haploides de cebolla. Se ha verificado que la capacidad de la ginogénesis es muy 
dependiente del genotipo, siendo la capacidad de inducción de la embriogénesis menor 
en el germoplasma español que en la población sintética ‘OH-1’.  
8. La comparación de dos protocolos para la inducción de la ginogénesis determinó una 
mayor eficiencia para la inducción de embriogénesis y mayor porcentaje de plantas 
aclimatadas con el protocolo de dos pasos.  
9. La utilización del contenedor Eco2box redujo el porcentaje de hiperhidricidad de los 
explantos y, en consecuencia, aumentó el porcentaje de supervivencia de las plantas 
posiblemente por favorecer el intercambio de gases. Por tanto, de los utilizados en este 
trabajo, el contenedor Eco2box es el recomendado para el desarrollo de los embriones y 
la aclimatación de las plantas de cebolla.  
10. De las dos estrategias utilizadas para la duplicación de los cromosomas, la 
embriogénesis somática, a partir del cultivo de las flores de plantas haploides y 
mixoploides de cebolla, rindió mayores porcentajes de plantas dobles haploides que con 
la aplicación del agente diploidizante APM. Esta estrategia se convierte en una buena 
alternativa para la obtención de plantas dobles haploides en cebolla. 
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